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Resumen 
La circulación de la metalo-β-lactamasa de Nueva Delhi (NDM) entre Enterobacterias y A. 
baumannii representa un serio problema para los sistemas de salud, debido a su rápida 
diseminación global y a las limitadas opciones terapéuticas. Aunque se sabe que el gen 
blaNDM-1 se originó en Acinetobacter spp., no es claro aún el papel de las Enterobacterias 
en su diseminación. En este estudio, usamos técnicas de secuenciación de genomas 
completos, con el fin de investigar la dinámica de diseminación de los plásmidos NDM-
positivos en un grupo de 21 aislamientos clínicos de Colombia y México (P. rettgeri, K. 
pneumoniae y A. baumannii) y seis E. coli NDM-positivas transconjugantes, 
representantes de los aislamientos clínicos. Adicionalmente, fueron secuenciados 
completamente tres plásmidos NDM-positivos de tres aislamientos representativos de P. 
rettgeri. Los resultados permitieron confirmar la circulación de plásmidos NDM-positivos 
previamente reportados para los aislamientos de K. pneumoniae y A. baumannii, en 
diferentes linajes genéticos y regiones geográficas distantes. Los análisis de genómica 
comparativa permitieron también establecer tres hallazgos importantes: i) tres plásmidos 
novedosos NDM-positivos de P. rettgeri; ii) una relación genética interesante entre 
aislamientos de P. rettgeri NDM-positivos de localizaciones geográficas distantes 
(Canadá, México, Colombia e Israel) sin nexos epidemiológicos reportados; y finalmente 
(iii) una fuerte asociación entre los plásmidos de A. baumannii y K. pneumoniae con los de 
circulación en P. rettgeri. Adicionalmente, en este estudio se pudo establecer el costo 
metabólico asociado al transporte de algunos plásmidos que presentan el gen blaNDM-1 y el 
papel de algunos elementos genéticos móviles (EGM) en la diseminación de dicho gen. 
En general estos resultados sugieren que la diseminación del gen blaNDM-1 en 
Latinoamérica sigue el modelo de las muñecas rusas, con algunos EGM jugando un papel 
central en este proceso y todos convergiendo en P. rettgeri. 
Palabras clave: metalo-β-lactamasa, NDM, multirresistencia, Enterobacteriaceae, 
epidemiologia genómica, costo metabólico,  estabilidad plasmídica.
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Abstract 
Enterobacteriaceae and Acinetobacter spp. harbouring New Delhi Metallo-β-lactamase 
(NDM) place a burden on health care systems worldwide, due to the rapid global spread of 
this resistance mechanism and limited therapeutic options. Although it is known that the 
associated resistance gene blaNDM-1 originated in Acinetobacter spp., the role of 
Enterobacteriaceae in its dissemination remains unclear. In this study, we used Whole 
Genome Sequencing (WGS) to investigate the dissemination dynamics of blaNDM-1 positive 
plasmids in a set of twenty-one clinical NDM-1-positive isolates from Colombia and Mexico 
(Providencia rettgeri, Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumannii) as well as six 
representative NDM-1-positive Escherichia coli transconjugants. Additionally, the plasmids 
from three representative P. rettgeri isolates were sequenced by PacBio sequencing and 
finished. Our results confirm the presence of previously reported plasmids from K. 
pneumoniae and A. baumannii in different genetic backgrounds and geographically distant 
locations in Colombia. Genomic analysis allowed us to report three key findings: three new 
previously unclassified plasmids in P. rettgeri from Colombia and Mexico were identified; 
an interesting genetic link between NDM-1-positive P. rettgeri from distant geographic 
locations (Canada, Mexico, Colombia and Israel) without any reported epidemiological links 
was discovered; and finally, we detected a relationship between plasmids present in P. 
rettgeri and plasmids from A. baumannii and K. pneumoniae. We also stablished the 
metabolic cost associated to the transport of some plasmids harbouring blaNDM-1 and the 
roll of some mobile genetic elements (MGE) in the dissemination of this gene. Overall, our 
findings suggest a Russian doll model for the dissemination of blaNDM-1 in Latin America, 
with some MGE playing a central role in this process, coinciding all in P. rettgeri. 
 
Keywords: metallo-β-lactamase, NDM, multidrug resistance, Enterobacteriaceae, 
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En el primer reporte global de resistencia antimicrobiana emitido por la Organización 
Mundial de la Salud, fueron encontradas altas tasas de resistencia a antimicrobianos en 
las principales bacterias causantes de infecciones hospitalarias y de comunidad en el 
mundo, tales como Enterobacterias y Acinetobacter baumannii [1]. Un ejemplo claro de 
esta problemática es el constante aumento en la circulación de bacterias de la familia 
Enterobacteriaceae resistentes a antibióticos β-lactámicos de amplio espectro, que 
habitualmente son usados como última opción terapéutica en el tratamiento de infecciones 
intrahospitalarias, como los carbapenémicos [2-5]. Las infecciones causadas por bacterias 
resistentes a carbapenémicos incrementan los costos asociados a la atención en salud 
debido a que los tiempos de hospitalización aumentan drásticamente, y por lo tanto se 
genera también un mayor riesgo de muerte [1, 6]. Por tal motivo es importante tratar de 
entender los mecanismos moleculares involucrados en la diseminación de la resistencia, 
partiendo del hecho de que esta diseminación se puede dar verticalmente, a través de la 
diseminación de clones exitosos portadores de determinantes de resistencia, u 
horizontalmente, a través de la diseminación de elementos genéticos móviles (secuencias 
de inserción, transposones, plásmidos, profagos, etc) que a su vez transportan genes de 
resistencia a antimicrobianos [7]. El proceso de transferencia de genes de resistencia entre 
bacterias puede contribuir a la rápida expansión y asentamiento de un determinado 
mecanismo de resistencia presente en una bacteria. 
Uno de estos mecanismos de resistencia adquiridos y el más relevante para bacterias 
Gram-negativas, es la capacidad de modificación del antibiótico, encontrando en esta 
clase, las enzimas metalo-β-lactamasas. Estas enzimas particularmente tienen un gran 
impacto sobre los sistemas de salud pública debido a que presentan un extraordinario 
rango de actividad hidrolítica (que incluye carbapenémicos e inhibidores de 
carbapenemasas) y al aumento en su frecuencia de circulación en bacterias Gram-
negativas [8]. En el año 2008 fue identificada por primera vez una nueva metalo-β-
lactamasa [9], en un aislamiento proveniente de un paciente sueco que había recibido un 
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tratamiento médico en la India, esta nueva enzima es conocida actualmente como la 
metalo-β-lactamasa de Nueva Delhi (NDM). NDM se ha diseminado entre diferentes 
especies bacterianas, fermentadoras (Enterobacteriaceae) y no fermentadoras 
(Acinetobacter baumanni y Pseudomonas aeruginosa) y también en países de los cinco 
continentes [10]. Aunque inicialmente se creía que su diseminación era ocasionada por 
nexos epidemiológicos con la India, en varios países se han encontrado casos de 
infecciones generadas por bacterias productoras de esta enzima, que no presentan nexos 
epidemiológicos con el país asiático, y que presentan muy baja relación con los clones 
reportados en la India [10]. Adicionalmente es importante destacar que la diseminación del 
gen blaNDM que codifica para la metalo-β-lactamasa, se ha dado entre diferentes linajes 
genéticos dentro de una misma especie, contrario a lo observado en otras 
carbapenemasas como KPC, que se ha asociado principalmente a Klebsiella pneumoniae 
(aunque no exclusivamente) y en particular al clon ST258 [11-14]. 
El gen blaNDM se encuentra usualmente en plásmidos conjugativos que pueden variar 
ampliamente en tamaño, grupo de incompatibilidad (Inc), contenido de genes y 
organización. Esta capacidad de conjugación y variabilidad genética de los plásmidos 
portadores de este gen de resistencia, resalta su habilidad para ser diseminado entre 
diferentes clones y especies bacterianas hospedadoras. En Acinetobacter spp., el gen 
blaNDM se encuentra principalmente en plásmidos conocidos como pNDM-BJ01-like, cuyo 
nombre se deriva del primer plásmido blaNDM-positivo completamente secuenciado para 
este género, reportado en 2012 [15]. Esta familia de plásmidos es altamente conservada y 
no pertenece a ninguno de los grupos de incompatibilidad reportados hasta la fecha. 
Aunque hay fuerte evidencia de que el gen blaNDM se originó en Acinetobater spp., como 
producto de la fusión entre un gen de resistencia a aminoglicósidos y un gen para una 
metalo-β-lactamasa preexistente en esta bacteria [16], y que posteriormente este producto 
quimérico fue transferido a otra clase de bacterias (como Enterobacterias), hay poco 
conocimiento acerca de esta dinámica de transmisión de Acinetobacter spp. hacia 
bacterias no-Acinetobacter, ni de cómo ha sido la evolución de los diversos plásmidos 
encontrados en este tipo de bacterias (no-Acinetobacter). Dentro de esta evolución de los 
plásmidos blaNDM-positivos, Providencia spp. parece jugar un papel muy importante en la 
diseminación de blaNDM, dado que los reportes de este tipo de bacteria transportando este 
gen de resistencia han incrementado en los últimos años en el mundo [17-24], mostrando 
una posible ventaja competitiva para dicha bacteria al adquirir este determinante, puesto 
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que no es una bacteria de detección frecuente en los sistemas de salud. 
En Suramérica fue reportado el primer brote por bacterias portadoras de blaNDM-1 (primera 
variante descubierta de este gen) entre agosto de 2011 y enero de 2012, generado por 
aislamientos de Klebsiella pneumoniae en una unidad de cuidados intensivos neonatal en 
Bogotá, Colombia (Figura I) [25]. Poco después fue reportado un brote por Providencia 
rettgeri en una unidad de cuidados intensivos de adultos en Monterrey, México (Figura I) 
[26]. Posterior a estos dos reportes se realizó un estudio de vigilancia activa entre el 
Instituto Nacional de Salud y el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana de la 
Universidad el Bosque, en donde se recolectaron cepas portadoras del gen de resistencia 
a antibióticos carbapenémicos blaNDM en Colombia. En dicho estudio el principal 
microorganismo detectado portando el gen blaNDM-1 fue Providencia rettgeri (Figura I). 
Dado que el gen blaNDM ha presentado una rápida diseminación en Colombia y en el mundo 
entre diferentes especies bacterianas, diferentes linajes genéticos y a través de diferentes 
plásmidos, se plantea la siguiente hipótesis en el presente trabajo: En Colombia el gen 
blaNDM-1 se está transfiriendo por medio de diferentes paquetes de movilización 
(contrario al proceso de diseminación de otras carbapenemasas como KPC), entre 
diferentes plásmidos con una amplia variedad de bacterias hospedadoras. Por lo que 
determinar las plataformas genéticas móviles presentes en los plásmidos blaNDM-1-positivos 
reportados en Colombia, y establecer su relación con las plataformas reportadas en otras 
regiones del mundo, brindará evidencia experimental sobre el papel que dichas estructuras 
presentan en el transporte y movilización de la resistencia a carbapenémicos en Colombia. 
A partir de la hipótesis propuesta se formularon las siguientes preguntas de investigación: 
• ¿Presentan alguna relación las plataformas genéticas móviles (elementos 
transponibles) asociadas al gen blaNDM-1 de los diferentes plásmidos en las cepas 
colombianas y mexicanas? 
• ¿Existe alguna relación entre las características de los plásmidos portadores del 
gen blaNDM-1 en Colombia y la capacidad de diseminación de este determinante de 
resistencia entre diferentes especies? 
• ¿Es funcional alguna de estas plataformas en cuanto a la capacidad de 




Figura I. Resumen de las muestras incluidas en el presente estudio. Las muestras de K. pneumoniae y P. rettgeri de Bogotá 
y Monterrey, respectivamente, fueron obtenidas de dos brotes reportados previamente [25, 26]. En amarillo se resaltan los 
meses de recolección de muestras resistentes a carbapenémicos durante el estudio de vigilancia en Colombia desarrollado 
por el Instituto Nacional de Salud y el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana. 
En el presente trabajo fueron secuenciados completamente los genomas de los 
aislamientos blaNDM-1-positivos por medio de técnicas de segunda y tercera generación, 
para investigar la dinámica de diseminación y evolución de los plásmidos blaNDM-1-positivos 
circulando entre aislamientos clínicos de Enterobacterias y Acinetobacter baumannii 
provenientes del estudio de vigilancia y de los dos brotes en Bogotá (Colombia) y 
Monterrey (México) detectados previamente (Figura I). Después de determinar la 
estructura genética de los plásmidos y elementos genéticos móviles asociados al gen 
blaNDM-1, nuestros resultados permitieron demostrar algunas relaciones genéticas 
interesantes entre aislamientos NDM-positivos de P. rettgeri de localizaciones geográficas 
muy distantes, y entre los plásmidos que estas transportan con los plásmidos que circulan 
en K. pneumoniae y A. baumannii, proporcionando evidencia del papel central de P. rettgeri 
para la diseminación de la resistencia a antibióticos en Latinoamérica. Adicionalmente por 
técnicas de microbiología molecular pudimos establecer una relación entre la estabilidad 
plasmídica y costo metabólico por el transporte de estos plásmidos NDM-positivos con la 
especie bacteriana que los alberga. Nuestros resultados evidencian el papel de bacterias 
poco conocidas y menos estudiadas como P. rettgeri, como albergadores y distribuidores 
de genes de resistencia. Estas bacterias habitualmente no son consideradas como una 
amenaza significativa y por consiguiente son descuidadas por los programas de vigilancia 
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en salud. Sin embargo, la circulación de multirresistencia en estas bacterias representa un 
riesgo adicional para la salud puesto que han sido asociadas con infecciones severas 
(como infecciones de tracto urinario asociadas a catéter, bacteriemias, diarrea y 
gastroenteritis) [24]. Estos resultados resaltan la importancia de aproximaciones más 
completas en los sistemas de vigilancia, dirigiéndose no solo a la búsqueda de los 
patógenos más frecuentes, sino, enfocándose más bien al monitoreo de los determinantes 


































Identificar y analizar los elementos genéticos involucrados en la movilización del gen 




• Determinar en los plásmidos y bacterias hospedadoras colombianas los elementos 
genéticos posiblemente relacionados con la diseminación del gen blaNDM-1.   
 
• Establecer la relación de la especie bacteriana hospedadora con la estabilidad y 
capacidad de diseminación de los plásmidos portadores del gen blaNDM-1. 
 
• Determinar in silico el elemento genético móvil (elemento transponible) involucrado 
en la movilización del gen blaNDM-1 entre diferentes plásmidos. 
 
 
1. Revisión de tema - Antibióticos β-
lactámicos y resistencia bacteriana por β-
lactamasas 
Desde su implementación como alternativas terapéuticas los antibióticos β-lactámicos han 
sido modificados constantemente para mejorar su espectro de actividad o contrarrestar los 
mecanismos de resistencia de las bacterias. Este arduo trabajo ha conducido al desarrollo 
de antibióticos más potentes pasando de penicilinas a cefalosporinas, monobactámicos y 
carbapenémicos. Sin embargo, las bacterias también han evolucionado en su capacidad 
de evadir la acción de estos nuevos antimicrobianos, desarrollando un amplio arsenal de 
mecanismos de resistencia en donde sobresalen las β-lactamasas. 
1.1 Mecanismo de acción de los antibióticos β-
lactámicos 
Sin importar la gran variedad de estructuras en los antibióticos β-lactámicos, todos 
presentan un mecanismo de acción conservado sobre bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. Estos antibióticos actúan inhibiendo algunas proteínas involucradas en la 
síntesis de la pared celular, la cual está compuesta por peptidoglicanos, que son cadenas 
de azúcares complejos entrecruzadas por pequeños péptidos laterales. Dicho 
entrecruzamiento proporciona una estructura fuerte pero flexible que permite a la bacteria 
la realización de sus procesos naturales. Las cadenas de glicanos están compuestas por 
moléculas intercaladas de N-acetilglucosamina (GlcNac) y ácido N-acetilmurámico 
(MurNac), unidas por enlaces β-1,4 [27]. El entrecruzamiento de los peptidoglicanos se da 
por reacciones de transglicosilación y transpeptidación, catalizadas por enzimas 
transglicosilasas y transpeptidasas, respectivamente (Figura 1-1A) [28].  
Los antibióticos β-lactámicos bloquean la síntesis de la pared bacteriana, inhibiendo la 
acción de las enzimas transglicosilasas y transpeptidasas (proteínas de unión a penicilina 
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o PBPs por su sigla en inglés). Las transglicosilasas catalizan la unión de las cadenas de 
azúcares formando enlaces β-1,4-glicosídicos entre los extremos de las cadenas de 
glicanos y las transpeptidasas catalizan la conexión entre cadenas paralelas de glicanos 
por medio de los pentapéptidos laterales (Figura 1-1A) [29, 30]. La inhibición de estas 
enzimas ocasiona la generación de una capa de peptidoglicanos menos rígida generando 
la pérdida de la forma de la bacteria y susceptibilidad a la lisis osmótica, lo que finalmente 
genera un estallido osmótico en la bacteria. La enzima transpeptidasa actúa sobre un 
enlace D-alanil-D-alanina (para D,D-transpeptidasas) o m-Diaminopimelico-D-alanina 
(para L,D-transpeptidasas) en el peptidoglicano que se parece a la estructura del anillo β-
lactama del antibiótico [31], por lo que el sitio catalítico de dicha enzima es bloqueado en 
presencia de los antibióticos de esta familia (Figura 1-1B) [30]. En la Figura 1-1 se ilustra 
el mecanismo de entrecruzamiento de los pentapéptidos del peptidoglicano, y el 
mecanismo de acción del antibiótico β-lactámico que permite la inhibición de la síntesis de 
la pared. Los antibióticos de esta familia se unen covalentemente a las enzimas PBPs 
bloqueando su acción catalítica esencial para la síntesis de la pared celular. 
 
Figura 1-1. A) Mecanismo de entrecruzamiento de los pentapéptidos del peptidoglicano que conforman la pared celular 
catalizado por una enzima D,D-transpeptidasa (PBP). Se observa el intermediario tioester generado entre la PBP y la D-
alanina del pentapéptido lateral. B) Mecanismo de inhibición de la enzima transpeptidasa por un antibiótico β-lactámico. C) 
Similitud estructural entre el enlace D-ala-D-ala del sustrato de la enzima y el enlace β-lactámico de una penicilina. Adaptado 
de [31, 32]. 
A pesar del gran avance logrado con el desarrollo de los métodos de purificación de las 
penicilinas naturales [33, 34], que permitió salvar millones de vidas, este se vio opacado 
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penicilinas. Es así que en el año de 1940 Abraham y Chain [35] reportaron la primera cepa 
bacteriana productora de una β-lactamasa (enzima con actividad hidrolítica sobre 
antibióticos β-lactámicos), y a mediados de los años 40 la producción de β-lactamasas ya 
representaba una amenaza para los pacientes en los hospitales [36, 37]. En los años 50 
este tipo de bacterias se convirtieron en una pandemia que puso en duda la eficacia de la 
penicilina como herramienta terapéutica en el tratamiento de enfermedades infecciosas 
[38]. 
El surgimiento de bacterias resistentes a las primeras penicilinas naturales y el estrecho 
espectro de actividad de las penicilinas existentes hasta esa fecha, condujo a los 
investigadores a la búsqueda de nuevas opciones para el tratamiento de las infecciones. 
Por lo cual basados en la observación de que las diferentes penicilinas naturales 
reportadas hasta la fecha presentaban un núcleo común con un anillo β-lactámico 
característico, pero que diferían en sus cadenas laterales y que dichas diferencias 
provocaban cambios sustanciales en el espectro de actividad y en la estabilidad de los 
antibióticos, los investigadores se han enfocado en la obtención de antibióticos β-
lactámicos modificados, que presentan espectros de acción más amplios o que son 
resistentes a la acción de las β-lactamasas [39]. La modificación de los antibióticos β-
lactámicos ha conducido al desarrollo de un gran número de moléculas, algunas que 
conservan el núcleo de las penicilinas, u otras como los carbapenémicos, cefalosporinas 
o monobactámicos bien sea naturales, sintéticos o semi-sintéticos, que se han constituido 
en una herramienta muy valiosa para el tratamiento de las infecciones a nivel hospitalario 
(como es el caso de los carbapenémicos) o ambulatorio. 
1.2 Mecanismos de resistencia a β-lactámicos 
La extraordinaria capacidad de adaptación que presentan las bacterias a condiciones 
medioambientales hostiles, ha conducido a la emergencia de patógenos resistentes a los 
antibióticos. Un claro ejemplo de esto es la diseminación de bacterias resistentes a los β-
lactámicos, cuyos mecanismos de resistencia han evolucionado de tal manera que, en la 
actualidad es posible encontrar bacterias resistentes a casi todos los β-lactámicos 
disponibles. Dentro de los mecanismos asociados a la resistencia a este tipo de antibióticos 
se destaca la sobre-expresión de bombas de eflujo que expulsan rápidamente el antibiótico 
que ingresa al espacio periplasmático [40], disminución en la expresión de porinas que 
disminuye la permeabilidad de la membrana [41], expresión de PBPs alternativas que 
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presentan una baja afinidad por los β-lactámicos [42] y la expresión de β-lactamasas que 
hidrolizan el anillo β-lactámico del antibiótico [43]. Siendo este último mecanismo el más 
relevante para las bacterias Gram-negativas debido a su amplia diseminación y variedad 
de espectros hidrolíticos. 
1.2.1 β-lactamasas 
Las β-lactamasas son enzimas capaces de degradar los antibióticos β-lactámicos 
hidrolizando el enlace amida del anillo β-lactámico, ocasionándole la perdida de la 
actividad antimicrobiana. Este mecanismo de resistencia a β-lactámicos es considerado 
como el más diseminado en el mundo ya que los genes que codifican este tipo de enzimas 
pueden ser transportados en una gran variedad de elementos genéticos móviles [44, 45]. 
La adquisición de genes para β-lactamasas en bacterias patógenas que habitualmente no 
las producen, se ha dado como una respuesta casi inmediata de las bacterias al uso de 
nuevos antibióticos, y estas han sufrido una evolución funcional que ha aumentado su 
espectro de actividad y por lo tanto disminuido las opciones de tratamiento [38].  
Rice describe la evolución de las β-lactamasas en cuatro etapas [46]. La primera etapa se 
dio con la emergencia de penicilinasas (como TEM-1 de E. coli o SHV-1 de K. pneumoniae) 
como respuesta al tratamiento con ampicilina de las infecciones por bacterias Gram-
negativas, que conllevó a la necesidad del desarrollo de nuevos antibióticos como 
cefalosporinas o carbapenémicos que presentaron resistencia a la hidrólisis por estas 
enzimas. En la segunda etapa, se observó cómo, con el desarrollo de cefalosporinas de 
amplio espectro (ejemplo, cefalotina) surgieron también aislamientos resistentes a este 
grupo de antibióticos. Esta resistencia estaba asociada a mutaciones puntuales de las 
penicilinasas SHV y TEM o en sus regiones promotoras ocasionando la sobreexpresión de 
estas enzimas, lo cual sumado a cambios en la permeabilidad de la membrana dados por 
porinas, generaron la emergencia de cepas altamente resistentes a cefalosporinas de 
amplio espectro. Las mutaciones que ampliaron el espectro de actividad de las β-
lactamasas (β-lactamasas de espectro extendido, BLEEs) produjeron enzimas con mayor 
actividad hidrolítica sobre cefalosporinas, pero con actividad reducida sobre penicilinas y 
actividad nula sobre carbapenémicos, por lo que las cefalosporinas de amplio espectro 
entraron en desuso favoreciéndose la utilización de los carbapenémicos en los hospitales 
[47]. 
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La tercera etapa llegó con la diseminación de la β-lactamasa CTX-M. Esta enzima a 
diferencia de SHV o TEM es una cefalosporinasa natural (no se generó por mutaciones), 
producida por las bacterias del género Kluyvera, y su gen se ha diseminado entre 
diferentes especies a tal punto que ha desplazado a las BLEEs tradicionales (OXA, SHV y 
TEM) en muchas regiones del mundo [48].  
La cuarta etapa afectó los carbapenémicos. Dichos antibióticos son utilizados como última 
opción para el tratamiento de infecciones ocasionadas por bacterias productoras de 
cefalosporinasas o penicilinasas. Desde mediados de la década de los 90 han surgido 
aislamientos de K. pneumoniae capaces de degradar también carbapenémicos [49] y en 
la actualidad se encuentran ampliamente diseminadas las carbapenemasas KPC (KPC 2 
a 12), inclusive en distintas especies bacterianas. Este grupo de enzimas hidroliza 
penicilinas, cefalosporinas de primera y tercera generación, carbapenémicos y 
monobactámicos (aztreonam) [41]. Los antibióticos polimixina, tigeciclina, cefalosporinas 
de segunda generación (cefoxitin y cefuroxima), y los inhibidores de β-lactamasas como 
clavulanato, tazobactam, sulbactam y ácido borónico son alternativas terapéuticas para 
tratar infecciones generadas por cepas productoras de KPC [41, 50]. 
En la actualidad estamos enfrentando una quinta etapa, generada por la aparición y el 
aumento en la diseminación de metalo-β-lactamasas (MBL) en bacterias Gram-negativas, 
lo cual tiene un gran impacto sobre los sistemas de salud, ya que dichas enzimas 
presentan un amplio espectro de actividad, conducen al desarrollo de mayores 
concentraciones inhibitorias mínimas (MIC en inglés) para carbapenémicos y también 
presentan resistencia a inhibidores de carbapenemasas [51]. Adicionalmente, desde el año 
2008 se esta diseminando en todo el mundo en diferentes especies bacterianas una nueva 
MBL conocida como NDM [52]. Las bacterias que expresan NDM presentan en general 
resistencia a casi todos los antibióticos β-lactámicos conocidos, excepto colistina y 
tigeciclina [53]. Los aislamientos portadores de NDM están fuertemente asociados con la 
presencia de otros genes de resistencia, como β-lactamasas cromosomales (DHA y CMY-
4) o genes de resistencia a aminoglicósidos, eritromicina o cloranfenicol [54]. En Colombia 
y en Suramérica en general, ha sido descrita la circulación de carbapenemasas tipo KPC 
[55], GES, IMP [56, 57] y también de MBL como VIM o NDM [25, 58]. 
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1.1.1. Clasificación de las β-lactamasas 
Las β-lactamasas pueden ser clasificadas en dos grupos principales según las 
características de su sitio activo; pueden ser serína-β-lactamasas (SBL) o metalo-β-
lactamasas (MBL). Sin embargo la gran cantidad de β-lactamasas reportadas hasta la 
fecha han obligado a la implementación de nuevos sistemas de clasificación, como el 
sistema de Ambler [59]. En este sistema las β-lactamasas se clasifican en cuatro clases 
(A,B,C y D), las SBL son de clase A, C y D y las MBL son clase B. Singh y colaboradores 
en 2009 ratificaron la validez de la clasificación de Ambler, por medio de análisis 
bioinformáticos utilizando las secuencias proteicas de 2020 β-lactamasas disponibles en 
la base de datos DLact [60]. En este estudio se encontró, que los motivos característicos 
de las enzimas de los grupos A, C y D, presentan mayor conservación a nivel de gen y 
proteína, mientras que los motivos de las enzimas del grupo B (MBL), presentan 
conservación solo al nivel de proteína. Singh además encontró dos nuevos grupos de 
escasa representación (E y F), posiblemente derivados de las MBL. En la Tabla 1-1 se 
resumen los principales grupos de β-lactamasas clasificadas según los criterios de Ambler. 
Además, se muestran los dominios o residuos conservados involucrados en su actividad 
catalítica, así como las principales enzimas β-lactamasas con relevancia clínica 
encontradas en Enterobacterias. 
Tabla 1-1. Clases de β-lactamasas y sus principales representantes [38, 41, 44, 60, 61]. 
Clase Características 




Su estructura es similar a la de las PBPs. Esta clase de β-
lactamasas posee un residuo glutamato conservado 
necesario para su actividad hidrolítica. Son susceptibles a 
inhibidores de β-lactamasas. 
S-X-X-K, S-D-N y K-T-G en 





M, IMI*, KPC* 
B* 
Son MBL dependientes de zinc para su actividad catalítica, 
tienen amplio espectro de actividad que incluye 
carbapenémicos. Son resistentes a la acción de inhibidores 
de β-lactamasas. Usan una molécula de agua coordinada 
con un ion zinc para hidrolizar el anillo β-lactámico. La 
subclase B1 puede actuar con uno o dos iones Zinc en su 
sitio activo, la subclase B3 requiere la presencia de dos 
iones Zinc y la subclase B2 requiere un ion Zinc y se inhibe 
con la presencia de otro ion zinc en el sitio activo. 
H-X-H90-X-D92, H90, D92, 
L117, H168, G204 y H236 
conservados al fondo del 
sitio activo. 
VIM*, IMP*, NDM* 
C 
Esta clase comprende las cefalosporinasas codificadas por 
los genes ampC. Degradan penicilinas y cefalosporinas y 
pueden ser inhibidas por cloxacilina y aztreonam. La mayoría 
de los genes que codifican estas enzimas se pueden 
encontrar a nivel cromosomal y su presencia es regulada 
dependiendo de la cantidad de antibiótico en el medio. 
S-X-S-K, Y-S-N y K-T-G en 






Tienen la capacidad de hidrolizar oxacilina, algunas 
penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos. Son conocidas 
como oxacilinasas. Son resistentes a la inhibición por 
clavulanato, sulbactam y tazobactam.  
S-X-X-K, Y-G-N y K-T-G en 
las posiciones 70, 144 y 
214 respectivamente. 
OXA*, BLEEs 
a- Residuos responsables de la actividad catalítica subrayados y en negrilla. 
*Enzimas carbapenemasas, no todas las enzimas tipo OXA son carbapenemasas. 
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En cuanto a las carbapenemasas, NmcA/IMI, SME (primera carbapenemasa detectada, 
exclusivamente cromosomal de Serratia marcescens [62]) y KPC pertenecen a la clase A, 
son SBL con capacidad de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y 
aztreonam. También se han encontrado carbapenemasas clase B (como IMP, VIM y NDM), 
MBLs que hidrolizan penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, no se une a los 
inhibidores y son inactivas frente a monobactámicos (aztreonam). Así mismo se han 
encontrado carbapenemasas clase D (tipo OXA), que tienen baja actividad sobre 
cefalosporinas de amplio espectro y son inhibidas solo por NaCl [41]. 
Inicialmente se creía que las β-lactamasas eran especie-específicas, sin embargo, el gran 
número de reportes de este tipo de enzimas transportadas en diferentes elementos 
genéticos móviles ha demostrado su gran versatilidad y capacidad de diseminación entre 
diferentes microorganismos, generándoles ventajas competitivas para su supervivencia en 
ambientes hostiles. Por este motivo es importante conocer las plataformas genéticas que 
han permitido la movilización de los genes que codifican este tipo de enzimas, en 
microorganismos patógenos. 
1.3 Mecanismos moleculares de diseminación de β-
lactamasas 
Aunque el origen de algunos de los mecanismos de resistencia a β-lactámicos ha sido 
rastreado hacia alguna especie particular (KPC, NDM o CTX-M entre otras β-lactamasas 
[16, 48, 49]), su diseminación se ha dado entre diferentes linajes genéticos dentro de una 
misma especie e inclusive entre especies y géneros diferentes. Este comportamiento 
refleja la alta capacidad de adquisición de material genético foráneo que presentan las 
bacterias y como estos eventos de transferencia resultan en la generación de bacterias 
altamente patógenas. El uso de β-lactámicos de espectro ampliado como algunas 
cefalosporinas de tercera y cuarta generación, ha ocasionado la emergencia de BLEEs 
(tipo CTX-M, SHV o TEM), que ha obligado a un aumento en el uso de los carbapenémicos 
a nivel hospitalario. Como consecuencia han surgido carbapenemasas como KPC, OXA 
(algunas variantes) y las MBL (estos tres tipos son los más importantes debido a su amplia 
diseminación), que proporcionan resistencia a casi todos los β-lactámicos disponibles [41] 
y se han diseminado en diferentes bacterias hospedadoras. Las principales herramientas 
usadas por las bacterias para la movilización de material genético son los plásmidos, 
transposones y secuencias de inserción. A continuación, se describen las principales 
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características de estas estrategias de diseminación, ilustrando diferentes ejemplos que 
han permitido la movilización de las principales β-lactamasas de relevancia clínica. 
1.3.1 Plásmidos 
La mayoría de los genes de resistencia en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas son 
transportados en plásmidos conjugativos. Estos plásmidos contienen normalmente cuatro 
tipos de genes: de replicación, de partición y control de número de copias, de transferencia 
conjugativa y genes auxiliares que pueden conferir ventajas de virulencia y resistencia a la 
bacteria [63]. Algunos de estos genes son los responsables de garantizar la permanencia 
del plásmido en la célula hospedadora, bien sea por transferencia horizontal a través de 
procesos de conjugación o por procesos que implican una replicación autónoma y la 
segregación plasmídica que aseguran la transferencia vertical hacia las células hijas [64].  
Cuando dos plásmidos estrechamente relacionados son introducidos en una misma 
bacteria, por lo general uno de los dos plásmidos prevalece mientras que el otro se pierde 
rápidamente. Este proceso es conocido como incompatibilidad, y debido a que esta 
incompatibilidad se debe a la relación entre los plásmidos, estos pueden ser clasificados 
por grupos de incompatibilidad. Esto se debe principalmente a que presentan orígenes de 
replicación y maquinarias de partición bastante similares [65], por lo que se cree, que en 
la competencia por factores de replicación entre los dos plásmidos relacionados, tiene 
ventaja el plásmido que se replica más rápido, por menor tamaño o menor toxicidad [65].  
Por otro lado, la partición hace referencia a la capacidad de un plásmido de separarse para 
dejar una copia en cada célula hija en el proceso de división celular. Dicho proceso se 
debe a factores en cis (una región de ADN similar a un centrómero) y trans (proteínas ParA 
y ParB, una ATPasa y una proteína de unión a ADN respectivamente) codificados en el 
plásmido que permiten la adherencia a la membrana y por lo tanto la segregación de una 
copia del plásmido en cada célula hija generada en la división celular [66]. En este proceso 
también se da una competencia cuando dos plásmidos relacionados están en la misma 
bacteria hospedadora ocasionando igualmente un fenómeno de incompatibilidad. Los 
primeros grupos de incompatibilidad (Inc) definidos fueron: IncI (con pili tipo I), IncN 
(relacionados al plásmido N3), IncF (pili tipo F) e IncP (relacionados al plásmido RP4) [64]. 
Los plásmidos del grupo de incompatibilidad IncF son frecuentemente encontrados en 
bacterias del género Enterobacteriaceae, y son responsables de la diseminación de 
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muchos genes de resistencia, por ejemplo, en brotes de Shigella multirresistente o en la 
diseminación de BLEEs como SHV-5 y CTX-M en E. coli [67, 68] entre muchos casos más 
[69]. La maquinaria de diseminación de los plásmidos IncF y de otros plásmidos como los 
IncA/C, está compuesta por cerca de 15 proteínas y de una región oriT, que es una corta 
secuencia de ADN donde comienza el proceso de replicación por desplazamiento 
(promovido por las proteínas RepA, RepB y RepC [70]). El proceso de transferencia es 
facilitado por las proteínas Tra, que componen el transferosoma (el poro transmembranal 
por donde el ADN es transferido, conocido como sistema de secreción tipo IV) y un 
complejo de proteínas de unión a ADN que se unen en el oriT, conocido como relaxosoma 
[69]. El transferosoma ensambla el pili y permite la retracción e identificación de la célula 
receptora apropiada, por último envía las señales necesarias para indicar que el proceso 
de apareamiento para transferencia de ADN puede comenzar (mating pair formation, Mpf, 
en inglés) [71]. Después el Relaxosoma interviene en el procesamiento del ADN cortando 
solo una cadena en el sitio oriT y liberando la cadena sencilla resultante hacia el 
transferosoma por medio de una endonucleasa relaxasa y unas proteínas auxiliares (TraJ 
y TraK) que facilitan su transporte hacia el transferosoma [72]. El ADN transportado 
finalmente, corresponde a una cadena sencilla que después, por medio de su maquinaria 
de replicación y la de la bacteria hospedadora es convertido en doble cadena en la célula 
receptora. En la Tabla 1-2 se muestran los principales grupos de incompatibilidad de 
plásmidos encontrados en Enterobacterias, que transportan genes de resistencia a β-
lactámicos de impacto clínico. 
Tabla 1-2. Principales grupos de incompatibilidad en plásmidos portadores de β-lactamasas en Enterobacterias. Adaptado 
de [64, 73]. 
Grupo de 
incompatibilidad 
Genes de β-lactamasas 
F blaCMY-2, blaCTX-M-1-2-3-9-14-15-24-27, blaDHA-1, blaSHV-2-5-12, blaTEM-1, blaNDM-1 
A/C 
blaCMY-2-4, blaCTX-M-2-3-14-15-56, blaSHV-2-5-12, blaTEM-3-21-24, blaIMP-4-8-13, blaVIM-4, blaVEB-
1, blaNDM-1 
L/M blaCTX-M-1-3-15-42, blaTEM-3-10, blaSHV-5, blaIMP-4-8, blaNDM-1 
I1 blaCMY-2-7-21, blaCTX-M-1-2-3-9-14-15-24, blaSHV-12, blaTEM-1-3-52, blaVIM-1 
H12 blaCTX-M-2-3-9-14, blaSHV-12, blaIMP-4, blaVIM-1, blaNDM-1 
N blaKPC-2, blaCTX-M-1-3-15-32-40, blaVIM-1, blaNDM-1 
X3 blaNDM-1, blaSHV-11, blaSHV-12 
Los plásmidos más frecuentes en Enterobacterias son IncF, A/C, L/M, I1, H12 y N, todos 
portadores de β-lactamasas (Tabla 1-2). En Colombia se ha demostrado la importancia de 
los plásmidos IncA/C en la diseminación de CTX-M-2 [74] y la metalo-β-lactamasa NDM 
[25, 75], ambas enzimas de alta relevancia a nivel clínico debido a su actividad 
cefalosporinasa natural en el caso de CTX-M y de la actividad carbapenemasa en el caso 
de NDM-1. 
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1.3.2 Transposones y secuencias de inserción 
Muchos de los mecanismos de resistencia encontrados hasta la fecha usan transposones 
(Tn) para su dispersión. Los transposones (Tn) son segmentos de ADN que se encuentran 
flanqueados por secuencias de inserción (IS), estas últimas a su vez contienen unas 
regiones repetidas que pueden estar en la misma dirección (repetidos directos, poco 
frecuentes) o invertidas (repetidos invertidos) y entre ellos un gen para una transposasa 
que actúa sobre los repetidos invertidos ubicados a los extremos del elemento, permitiendo 
su corte y movilización [63]. Las secuencias de inserción son las que permiten la movilidad 
del transposón, dicha movilidad se puede dar de manera replicativa o conservativa. En la 
movilización conservativa la transposasa corta la IS en sus extremos manteniéndolos 
unidos hasta encontrar una secuencia objetivo, en este punto la transposasa corta el ADN 
objetivo y los extremos de la IS son ligados en su nueva posición. En la movilización 
replicativa la transposasa se une a la secuencia objetivo y en este punto corta y une un 
extremo de la IS con el ADN objetivo, finalmente ocurre un evento de recombinación sitio-
especifica en la posición res dentro de la IS, catalizado por una enzima resolvasa, lo que 
permite la separación de la hebra donante de la receptora, dejando una copia de la IS o 
del Tn en ambas [63]. En algún momento las IS o Tn pueden insertase flanqueando un gen 
de resistencia y en una migración posterior llevar consigo este gen, generando un 
transposón compuesto. 
En algunos casos las IS no son solo importantes para la movilización de genes, también 
pueden producir una sobre-expresión de genes de resistencia como en el caso de TEM-6 
y CTX-M en donde la inserción de las ISs “IS1-like” e ISECp1 respectivamente, generan 
fuertes promotores confiriendo una mayor resistencia debido a la sobre-expresión de estas 
BLEEs [63]. La movilización de β-lactamasas clase A del tipo TEM se ha dado gracias a 
transposones de la familia Tn3 (aunque también por Tn1 y Tn2), los cuales son 
transposones simples con pequeños repetidos (38pb), que desarrollan una movilización 
replicativa gracias a las enzimas TnpA (transposasa) y TnpR (resolvasa) y al sitio res 
(Figura 1-2). Las β-lactamasas tipo TEM, que se encuentran en transposones de la familia 
Tn3 han evolucionado por selección de mutaciones puntuales, generando una actividad 
catalítica de espectro extendido (BLEEs como TEM-3 o TEM-5) [45, 63]. En la Figura 1-2 
se muestra la estructura típica de un transposón de la familia Tn3. 
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Figura 1-2. Estructura típica de un transposon de la familia Tn3 portador de un gen bla (gen de β-lactamasa), IR: repetidos 
invertidos de 38 pb, tnpA: gen de la transposasa, tnpR: gen de la resolvasa, res: lugar de recombinación sitio-especifica. 
Figura tomada de [63]. 
 
Por otro lado las β-lactamasas tipo SHV provienen de K. pneumoniae y se han movilizado 
desde su cromosoma hacia plásmidos conjugativos por medio de la IS26, permitiendo su 
diseminación entre bacterias Gram-negativas [45]. De igual manera CTX-M proviene de 
bacterias del género Kluyvera spp. y se han desplazado desde sus cromosomas a 
plásmidos conjugativos por medio de secuencias de inserción tipo ISEcp1 (de la familia 
IS1380), ISCR1 y del Tn21 (Tabla 1-3) [45]. 
Tabla 1-3. Principales SI o Tn implicados en la movilización de β-lactamasas [25, 41, 45, 76]. 
Genes de b-lactamasas 
Secuencias de inserción o tranposones 
blaSHV 
IS26, hasta la fecha no se han encontrado en 
integrones. 
blaTEM  
Tn1, Tn2, Tn3, Tn801 (Tn3-like), hasta la fecha no se 
han encontrado en integrones. 
blaCTX-M ISEcp1(familia IS1380), ISCR1, Tn21 
blaampC (blaCMY-2, , blaCMY-8, blaCMY-9 blaCMY-10, 
blaCMY-11, blaCMY-13, blaCMY-19, blaDHA-1, blaACC-1, 
blaACC-4, blaMOX-1) 
ISEcp1, ISCR1, IS26 
blaKPC 
Tn4401 (Tn3-like), este transposón tiene dos ISs; 
ISKpn6, ISKpn7. 
blaOXA-48, blaOXA-1 IS1999, ISEcp1, Tn2603 
blaNDM-1 
ISAba125, Tn125 (transposón compuesto, con dos 
copias de ISAba125), ISCR21, ISEc33, IS26. Hasta la 
fecha no se ha encontrado en integrones. 
Las carbapenemasas tipo KPC son movilizadas frecuentemente en transposones Tn4401 
(Tn3-like) [76]. Este transposón se ha encontrado en bacterias del género 
Enterobactericeae (también en Colombia se ha detectado blaKPC en este transposón [77]) 
y tiene la interesante característica de poder transferirse de manera replicativa creando un 
sitio de duplicación con baja especificidad para seleccionar su objetivo, es decir no 
presenta una secuencia especifica requerida para su incorporación en el ADN blanco [41, 
76].  
Los transposones y secuencias de inserción han sido bastante importantes en la 
diseminación de la resistencia a carbapenémicos y en general a antibióticos, ya que 
gracias a estos se ha dado la movilización de determinantes de resistencia desde los 
cromosomas de las bacterias hacia elementos genéticos conjugativos como plásmidos 
[78], inclusive algunos transposones son por si solos conjugativos [79], lo que puede 
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favorecer la transferencia horizontal entre diferentes especies, y por lo tanto la 
diseminación y consolidación de los mecanismos de resistencia. 
1.3.3 Movilización del gen blaNDM-1 
Como se ha mencionado anteriormente la metalo-β-lactamasa NDM ha cobrado mucho 
interés por su amplia actividad hidrolítica y su vasta diseminación en todo el planeta. Se 
cree que su origen se dio en bacterias del genero Acinetobacter, como producto de una 
fusión entre un gen de resistencia a aminoglicósidos (aphA6) y un gen de una metalo-β-
lactamasa preexistente en este género (Figura 1-3) [16], que permitió la unión de esta MBL 
a la secuencia de inserción ISAba125. 
 
Figura 1-3. Alineamiento de una sección de 500 pb de ADN, que incluye los extremos 5’ de los genes blaNDM-1 y aphA6 y 
200 pb corriente arriba de estos genes. La región a la derecha de la línea punteada presenta 100% de identidad entre los 
dos genes y contiene una secuencia de inserción ISAba125, común en Acinetobacter spp.. La línea irregular horizontal que 
se encuentra debajo de cada secuencia corresponde al contenido de GC evaluado en una ventana de 45 pb, en donde se 
puede observar un cambio en su perfil, superando la línea del 50% de GC en el gen blaNDM-1 en la región donde posiblemente 
se dio la fusión de genes (imagen tomada de [16]). 
La secuencia de inserción ISAba125, que pertenece a la familia IS30, fue originalmente 
descrita en A. baumannii [80] y actualmente es frecuentemente encontrada en el género 
Acinetobacter spp. [81, 82] y en bacterias de otros géneros como Enterobacteriaceae [83, 
84], principalmente asociada a la diseminación de la resistencia a carbapenémicos. Esta 
secuencia de inserción de 1087 pb está compuesta por dos repetidos invertidos de 26 pb 
y un gen que codifica una transposasa de 322 amino ácidos. El gen para blaNDM-1 se 
encuentra flanqueado por dos copias de la ISAba125, generando un transposón 
compuesto de 10.099 pb, conocido como Tn125 [85, 86]. Este transposón se ha 
encontrado localizado en el cromosoma de Acinetobacter spp. flanqueado por una 
secuencia repetida directa de 3 pb (Figura 1-4). Estas secuencias repetidas directas, que 
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flaquean los Tn o IS, son conocidas como duplicados del sitio blanco (target site 
duplication, TSD), y son huellas genéticas distintivas de los procesos de trasposición 
replicativa [87]. 
 
Figura 1-4. Estructura típica de un Tn125, flanqueado por dos secuencias de inserción ISAba125 (imagen tomada de [86]). 
En la parte inferior se muestran los genes que se han reportados como interrumpidos por la incorporación del Tn125 en su 
cromosoma. Se muestran las 3 pb duplicadas en el sitio de integración, características del proceso de transposición 
replicativa. 
La capacidad de transposición del Tn125, con el gen blaNDM-1 fue recientemente 
comprobada experimentalmente, y se corroboró la duplicación de la secuencia de 3 pb en 
el sitio blanco [88]. En la actualidad el Tn125, se ha reportado en un gran número de 
bacterias, no solo Acinetobacter. Su circulación se ha dado también en Enterobacterias, 
en donde pudo haber llegado por un evento de transposición hacia algún plásmido 
conjugativo, que permitió su diseminación hacia este tipo de bacterias. 
En Acinetobacter spp. el Tn125 también se encuentra frecuentemente en plásmidos 
conjugativos, conocidos como pNDM-BJ01-like, cuyo nombre se deriva del primer 
plásmido blaNDM-positivo completamente secuenciado para este género [15]. Los 
plásmidos pNDM-BJ01-like son altamente conservados, con más de 99% de identidad 
nucleotídica sobre por lo menos 85% de las 47 kb de longitud del plásmido pNDM-BJ01 
original (Figura 1-5). Estos plásmidos no pertenecen a ninguno de los grupos de 
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incompatibilidad reportados hasta la fecha [15], tienen un sistema de secreción tipo IV 
(T4SS), y tienen una región de genes de replicación y transferencia  (operones par y tra) 
separada por una región variable de 12.3 Kb que contiene el gen blaNDM (Figura 1-5). En 
esta región variable el gen blaNDM se encuentra dentro del transposón compuesto Tn125 
[15], aunque en algunos casos el Tn125 se encuentra truncado corriente abajo del gen 
blaNDM. 
 
Figura 1-5. Estructura de los plásmidos pNDM-BJ01-like. Se observa la estructura típica de un Tn125 conteniendo a blaNDM 
flanqueado por dos secuencias de inserción ISAba125. 
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Contrario a lo observado en las especies de Acinetobacter, entre bacterias no-
Acinetobacter (con la excepción del único reporte de un Enterobacter aerogenes [89], que 
transporta un plásmido pNDM-BJ01-like), blaNDM es transportado en una gran variedad de 
plásmidos no relacionados a los pNDM-BJ01-like, que pertenecen a diversos grupos de 
incompatibilidad (FII, FIB, A/C2, HI1A, HI1B, L/M, N, N2, X3, R, T o no clasificados)[10, 
90]. Sin embargo, a pesar de esta alta variedad de plásmidos, blaNDM siempre se mantiene 
en un Tn125 o remanentes de este [17, 91, 92]. Habitualmente en estos plásmidos, el 
Tn125 (o sus remanentes) está rodeado de secuencias de inserción ISkpn14, IS26, IS5, 
ISCR1 o transposones Tn3-like, que son de circulación frecuente entre Enterobacterias y 
pueden estar involucrados en la posterior diseminación de blaNDM a través de una 




2. Elementos genéticos relacionados con la 
diseminación del gen blaNDM-1 
La emergencia de multirresistencia bacteriana es un problema que tiene como 
consecuencia, la amenaza de la vida de las personas afectadas por las enfermedades 
infecciosas, debido a que los tratamientos empíricos sustentados sobre datos 
epidemiológicos pierden validez constantemente, también se disminuyen las alternativas 
terapéuticas, lo cual, finalmente puede verse reflejado en un aumento en los índices de 
morbilidad y mortalidad [7, 93, 94]. El uso indiscriminado de antibióticos para contener la 
diseminación de bacterias patógenas, no ha contribuido con la mitigación de esta 
problemática. En el mundo la prevalencia de Enterobacterias resistentes a 
carbapenémicos está aumentando constantemente [2-4, 95]. Sumado a esto, los índices 
de mortalidad en infecciones hospitalarias severas generadas por bacterias productoras 
de metalo-β-lactamasas son alarmantes (de 70% a 95% en Pseudomonas aeruginosa) 
[96-98]. Igualmente, en Colombia se ha comprobado un aumento en la circulación de cepas 
multirresistentes con resistencia a carbapenémicos en unidades de cuidados intensivos, 
para Acinetobacter baumannii (de 56% a 98% entre 2009 y 2012) y Klebsiella pneumoniae 
(de 1.3% a 6.9% entre 2009 y 2012) entre otras especies bacterianas [99]. Por lo que es 
claro que estas bacterias presentan una extraordinaria capacidad de adaptación, incluso 
en condiciones extremas o en ambientes completamente hostiles para su desarrollo. 
En el caso de las infecciones generadas por Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii y Providencia rettgeri, la presencia de la nueva metalo-β-lactamasa NDM 
reduce las opciones de tratamiento. Por lo tanto, la emergencia de multirresistencia es un 
problema que ha demandado un abordaje directo por parte de la comunidad científica. En 
la actualidad se están adelantado un gran número de estudios que afrontan la problemática 
desde el punto de vista genético, intentando establecer la frecuencia de algunos genes 
relacionados con resistencia y virulencia de este tipo de microorganismos  [99-102], así 
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como la tipificación molecular mediante técnicas basadas en PCR como MLST, que brinda 
excelentes resultados en estudios de análisis evolutivo [7]. Sin embargo la resistencia 
bacteriana junto con el uso indiscriminado de antibióticos sirven como catalizador para la 
dispersión de una gran cantidad de elementos genéticos móviles como integrones, 
transposones, plásmidos, islas de patogenicidad, profagos, entre otros [7], que pueden no 
detectarse en los estudios epidemiológicos basados en PCR, sin contar además con la 
limitante de la detección de nuevos determinantes. Las técnicas de secuenciación masiva 
(HTS, high-throughput sequencing) o de nueva generación (NGS, next-generation 
sequencing), han abierto las puertas a los grupos de investigación a una cantidad 
invaluable de información [103], que está permitiendo avanzar a pasos agigantados en la 
comprensión de los mecanismos moleculares involucrados en la evolución de la resistencia 
antimicrobiana. 
En los aislamientos colombianos hemos observado un comportamiento de la diseminación 
del gen blaNDM-1 similar al del resto del mundo. Se han encontrado plásmidos portadores 
de este gen del grupo de incompatibilidad IncA/C2 en Klebsiella penumoniae, sin embargo, 
en Acinetobacter baumannii y Providencia rettgeri los plásmidos NDM-positivos 
corresponden a otros grupos de incompatibilidad, y los ensayos preliminares mostraron 
entornos genómicos adyacentes al gen blaNDM-1 diferentes entre todos los plásmidos 
identificados. Este comportamiento contrasta con lo observado en otras β-lactamasas 
como la cefotaximasa CTX-M-15 cuyo gen generalmente se encuentra en regiones de 
multirresistencia conservadas, sobre plásmidos del tipo IncF [104]. De ahí la importancia 
de establecer las secuencias de inserción, transpones o plataformas móviles involucradas 
en la movilización de este gen entre los diferentes plásmidos, lo cual aporta en el 
conocimiento básico de los mecanismos moleculares de la diseminación de dicho gen de 
resistencia.  
En el presente trabajo se realizó la secuenciación del genoma completo de 21 aislamientos 
clínicos NDM-positivos colombianos y mexicanos (Acinetobacter baumannii, Klebsiella 
pneumoniae y Providencia rettgeri) y seis cepas E. coli transconjugantes con el fin de 
establecer las posibles relaciones genéticas en los mecanismos de movilización del gen 
de resistencia blaNDM-1. 
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2.1 Materiales y métodos 
2.1.1 Colección de aislamientos clínicos 
Las cepas y aislamientos bacterianos que se utilizaron en este estudio pertenecen al 
Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana de la Universidad el Bosque y al Instituto 
Nacional de Salud y hacen parte de un trabajo realizado en colaboración entre estas dos 
instituciones y el Hospital el Tunal de Bogotá [25]. Se utilizaron las siguientes cepas de 
referencia como control de algunos experimentos: Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-2146 
(control con blaNDM-1 en un plásmido de 140 kpb), Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 
(cepa control con plásmidos de alto peso molecular), Escherichia coli V517 (cepa control 
con plásmidos de bajo y medio peso molecular), Escherichia coli J53 (resistente a azida 
de sodio). 
Los 21 aislamientos clínicos están compuestos por P. rettgeri (14 muestras), K. 
pneumoniae (seis muestras) y A. baumannii (una muestra). De estos, 12 aislamientos (11 
P. rettgeri y un A. baumannii) fueron recolectados en el marco de un estudio de vigilancia 
desarrollado en tres hospitales en Bogotá, Bucaramanga y Cali, durante un periodo de 20 
meses (de septiembre de 2012 a abril de 2014, Figura I), en donde se recolectaron 
aislamientos resistentes a carbapenémicos. Los otros nueve aislamientos fueron obtenidos 
de dos brotes generados por K. pneumoniae (seis muestras) y P. rettgeri (tres muestras), 
reportados previamente en Bogotá y Monterrey (México), respectivamente [25, 26]. 
2.1.2 Preparación de transconjugantes NDM-positivas y 
condiciones de cultivo 
Con el fin de verificar la presencia del gen blaNDM-1 a nivel plasmídico se obtuvieron 
transconjugantes por cruce en medio líquido a 37°C entre la cepa donante (K. pneumoniae, 
A. baumannii y P. rettgeri NDM-positivas, resistentes a carbapenémicos) y la cepa E. coli 
J53 receptora (resistente a azida de sodio). Para tal fin, se mezclaron cantidades iguales 
de un cultivo de cuatro horas en medio liquido Luria-Bertani (LB) (Oxoid Limited) de la cepa 
donante NDM-positiva y la cepa receptora E. coli J53. Posteriormente fueron tomados 100 
µL de esta mezcla y sembrados en cajas de Petri con agar LB, en donde se permitió el 
proceso de conjugación por 16 horas a 37°C. La selección de las cepas E. coli NDM-
positivas transconjugantes se realizó por siembra en medio selectivo (agar LB) 
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suplementado con ceftazidima (30 µg/mL) y azida de sodio (100 µg/mL) (Sigma-Aldrich 
Co. LLC.). Por medio de PCR fue verificada la especie E. coli (usando oligonucleótidos 
específicos para el gen uidA, exclusivo de esta especie) y la presencia del gen blaNDM-1 en 
las transconjugantes obtenidas. La posible contaminación asociada a las cepas donantes 
NDM-positivas fue descartada por PCR usando oligonucleótidos específicos para los 
genes khe (de K. pneumoniae), gyrB (de A. baumannii) y dnaA (de P. rettgeri) (Tabla 2-1). 
Tabla 2-1. Oligonucleótidos usados en este estudio 
Reacción
a,b
 ID Secuencia 5´->3' 
Secuencia 
objetivo 








































Confirmación de especie 




Confirmación de especie 




Confirmación de especie 




Confirmación de especie 
para P. rettgeri 
GN569 GCCCCCTTCAAGCTGAATTA 
dnaA CP017671 
GN570  GCGTCAGTTCCACAAAAGTCA 
a- En la sección de resultados se muestran esquemas de las reacciones 1-8. 
b- Todos los oligonucleótidos fueron diseñados en este estudio excepto los oligonucleótidos para la confirmación 
de especie de E. coli [105]. 
Todos los aislamientos clínicos y las cepas transconjugantes NDM-positivas fueron 
cultivados en medio BHI (brain-heart infusión, Oxoid Limited) agar o líquido suplementado 
con ceftazidima (30 µg/mL), como presión selectiva para garantizar la permanencia de los 
plásmidos NDM-positivos. 
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2.1.3 Secuenciación y ensamblaje parcial de los genomas 
Partiendo de los 21 aislamientos clínicos y seis E. coli transconjugantes NDM-positivas, se 
realizó extracción de ADN total para cada muestra usando el kit comercial PureLink® 
Genomic DNA mini kit (ThermoFisher), a partir de cultivos de cuatro horas de incubación 
a 37°C en 3 mL de medio BHI líquido. La pureza e integridad del ADN obtenido fue 
verificada por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% y cuantificación con los 
sistemas Nanodrop y Qubit (cuantificación fluorométrica, específica para ADN de doble 
cadena). Con este ADN fueron preparadas librerías multiplexadas usando el kit comercial 
Nextera XT (Illumina Inc.), el cual cuenta con una serie de oligonucleótidos i5 (ocho 
opciones) e i7 (12 opciones), que adicionan secuencias especificas en los extremos de los 
fragmentos de cada librería, permitiendo la secuenciación simultanea de hasta 96 
muestras. Las 27 librerías obtenidas fueron purificadas y seleccionadas por tamaño 
usando el sistema AMpure (Beckman Coulter Inc.) para incrementar la concentración de 
fragmentos mayores a 500 pb con el fin de sacar mayor provecho de la procesividad del 
método de secuenciación utilizado (Miseq), el cual genera una lectura de 300 nucleótidos 
por cada extremo del fragmento secuenciado. La concentración y distribución de tamaño 
de los fragmentos en las librerías fue verificada por medio del equipo 2100 Bioanalyzer 
usando el chip Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies). Las librerías de 
ADN total obtenidas fueron secuenciadas en la plataforma Miseq de Illumina usando el 
cartucho de reactivos V3 y 600 ciclos de secuenciación para obtener dos lecturas de 300 
nucleótidos por cada extremo de los fragmentos. 
Las lecturas obtenidas fueron depuradas removiendo los extremos y lecturas de baja 
calidad (extremos con calidad por base y lecturas con calidad promedio menor a Q20), 
restos de secuencias de adaptadores y lecturas con tamaño menor a 87 pb, por medio de 
los programas Cutadapt v1.1.7 [106] y PRINSEQ-lite v0.20.4 [107]. Después de esta 
limpieza de datos, las librerías fueron ensambladas de novo usando SPAdes v3.5.0 [108] 
con los parámetros definidos por el programa. Los ensamblajes finalmente fueron 
mejorados siguiendo los estándares reportados para ensamblajes de alta calidad [109] por 
un proceso de “scaffolding” con SSPACE v2.0 [110], “gap filling” usando GapFiller v1.10 
[111] y removiendo los contigs inferiores a 300 bp. Los detalles de los ensamblajes se 
encuentran en la Tabla 2-2. 
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16Kpn1 62 370 5540239 277 5487659 128045 57,32 39022 45 
C16-1 72 380 4753514 287 4698643 85065 50,93 31125 47 
16Kpn2 97 341 5598104 172 5512662 265543 57,25 94939 19 
16Kpn3 76 313 5537335 214 5483478 146677 57,3 54342 32 
16Kpn5 55 352 5537988 258 5481335 132355 57,35 44996 40 
16Kpn7 75 328 5571945 206 5504772 213100 57,26 57924 31 
16Kpn10 67 339 5549188 242 5492830 143315 57,31 50461 36 
16Pre36 65 1360 4660143 937 4388597 87570 41,69 6691 197 
C16-36 123 323 4790942 197 4727040 135126 50,82 50134 34 
16Pre38 29 2402 4098113 1323 3384208 83123 42,77 2507 447 
16Pre45 59 522 4895033 49 4660656 479056 40,24 197485 8 
16Pre46 126 1325 4742211 944 4492076 83123 41,75 6450 206 
16Pre47 56 1429 4635030 969 4339049 83163 41,79 6168 220 
16Pre50 52 1548 4607965 1052 4283517 54289 41,9 5440 239 
RB110 52 1414 4509770 978 4222992 91839 41,47 5805 216 
RB111 49 1415 4504644 1009 4238698 45371 41,45 5748 226 
RB151 60 1249 4620423 886 4385244 91818 41,24 7014 187 
CRB151 44 573 4641557 447 4561305 74011 50,98 16288 81 
RB152 72 1205 4632509 708 4343249 46142 40,93 9551 147 
CRB152 55 481 4684625 381 4622473 72115 50,8 21160 68 
RB153 41 1824 4328931 1179 3897634 91818 41,86 3915 304 
06-1617 40 1494 4134575 1023 3822488 27075 41,46 4860 250 
06-1619 62 972 4308535 731 4153432 40145 40,97 7993 155 
06-1623 82 954 4592328 672 4423069 78424 41,26 10239 131 
C06-1623 59 474 4637004 364 4571806 70987 50,83 22169 63 
19Aba78 114 972 3794471 718 3631780 41289 39,73 7385 153 
C19-78 57 430 4622579 336 4562085 66524 50,88 24534 62 
De manera paralela fue construida una base de datos con los plásmidos completamente 
secuenciados (molécula circular) NDM-positivos reportados en la base de datos de 
nucleótidos del NCBI (144 plásmidos reportados como completamente secuenciados hasta 
el 18 de mayo de 2017). A partir de los ensamblajes para los aislamientos clínicos y las 
cepas transconjugantes, se indago la presencia o relación en nuestro grupo de muestras 
con los plásmidos NDM-positivos de la base de datos construida, usando la herramienta 
BLASTn [112]. 
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2.1.4 Análisis filogenético de P. rettgeri 
Debido a que no existe un esquema de caracterización filogenética por tipificación de 
secuencias multilocus (MLST por su sigla en inglés) para P. rettgeri, se construyó un árbol 
filogenético basado en los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP por su sigla en inglés) 
de su core-genoma, a partir de los contigs ensamblados de los 14 aislamientos de P. 
rettgeri incluidos en este estudio, y como control externo el genoma de la cepa de 
referencia de P. rettgeri Dmel1 (número de acceso para GenBank: NZ_AJSB00000000.1); 
el genoma más completo para P. rettgeri durante el desarrollo de este estudio. Para 
construir el árbol filogenético, los genomas parcialmente ensamblados fueron anotados 
usando el programa Prokka v1.11 [113]. Los marcos abiertos de lectura (ORF) 
determinados en el proceso de anotación presentes en todos los genomas con ≥90% de 
identidad nucleotídica (genes core) fueron alineados y concatenados usando los programa 
Roary  y PRANK [114, 115]. Las posiciones con alineamientos pobres o regiones altamente 
divergentes fueron eliminadas usando Gblocks [116]. Con este alineamiento múltiple, fue 
construido el árbol filogenético de máxima verosimilitud (ML, maximum likehood) usando 
el programa RAxML versión 8.2.9 [117] corriendo 1000 réplicas (bootstrap) bajo el modelo 
de tiempo reversible generalizado (GTRCAT). Finalmente, el árbol consenso fue graficado 
usando Dendroscope [118]. La longitud de las ramas esta expresada en términos de tasa 
de mutación por posición nucleotídica (barra de escala del árbol). 
2.1.5 Secuenciación, ensamblaje completo y anotación del 
genoma de tres representantes de P. rettgeri 
Con base en los resultados de la caracterización filogenética fueron escogidos tres 
representantes de P. rettgeri (aislamientos 16Pre36, RB151 y 06-1619), para la 
secuenciación y ensamblaje completo de sus genomas. Se partió de cultivos bacterianos 
en medio liquido BHI en fase exponencial (3,5 horas de cultivo) para minimizar la 
degradación de ADN. A partir de estos cultivos fue extraído el ADN total usando el sistema 
comercial UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratories, Inc.). La pureza e 
integridad del ADN fueron determinadas por electroforesis en gel de Agarosa al 0,7% y 
cuantificación por Nanodrop y Qubit. Posteriormente fueron preparadas librerías 
SMRTbellTM de ADN, haciendo una selección por tamaño de 20-kb con el sistema 
BluePippin (Sage Science), para garantizar fragmentos de alto peso molecular. Dichas 
librerías fueron secuenciadas de manera independiente usando una SMRTcell por cada 
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aislamiento en la plataforma PacBio RSII (Pacific Biosciences, USA) con el paquete de 
reactivos P6-C4. 
Las lecturas obtenidas fueron procesadas con el programa HGAP3 en la suite SMRT 
Analysis v2.3 [119] usando los protocolos RS_HGAP_Assembly.3 para el ensamblaje y 
RS_Resequencing.1 para la refinación, con los parámetros definidos por los programas. 
Todos los contigs obtenidos para cada muestra fueron comparados entre ellos realizando 
un análisis de Dotplot con el programa GEPARD [120] con el fin de descartar la presencia 
de secuencias redundantes como producto de contaminación entre contigs durante el 
proceso de ensamblaje. 
Para validar los ensamblajes, inicialmente se hizo un mapeo de las lecturas obtenidas con 
la técnica PacBio, usando como referencia los genomas ensamblados mediante el 
programa BWA-MEM, con los parámetros para alineamiento de lecturas de PacBio 
(http://bio-bwa.sourceforge.net/bwa.shtml). Se verificó la distribución de los valores de 
calidad del mapeo de las lecturas (MAPQ) en los archivos de salida del mapeo (formato 
sam) para determinar la cantidad de lecturas que presentaban alineamientos ambiguos 
(lecturas con MAPQ=0, lo que muestra que presentan alineamientos con el mismo puntaje 
en diferentes posiciones del genoma) y lecturas con valores bajos de MAPQ. Este análisis 
permitió observar las zonas que presentaban comportamientos de mapeo de lecturas 
atípicos y que por lo tanto se pudieron generar por artefactos del proceso de ensamblaje. 
Mediante este análisis se encontró una distribución de MAPQ con muy pocas lecturas con 
valores de mapeo de cero y la gran mayoría de las lecturas con un valor de MAPQ de 60 
(>90% de las lecturas). Después de remover las lecturas con valores bajos de MAPQ (<60), 
se inspeccionó visualmente el ensamblaje usando el programa Tablet v1.15.09.01 [121], 
encontrando que las zonas donde mapeaban las lecturas con valores bajos o ambiguos 
de MAPQ correspondían a los extremos de todos los contigs. No se encontraron picos, 
valles, o zonas donde el perfil de mapeo de las lecturas apareciera truncado, en zonas 
diferentes a los extremos de los contigs. Realizando un análisis de Dotplot de cada contig 
se encontró que las zonas de los extremos con mapeo ambiguo correspondían a extremos 
repetidos, resultado que es frecuentemente encontrado cuando se obtiene el ensamblaje 
completo de estructuras circulares usando HGAP, como plásmidos o cromosomas de 
bacterias [119, 122]. Estos extremos repetidos presentaban perfiles de mapeo con 
cobertura promedio inferior a 50× (Tabla 2-3 y Figura 2-1), que llegaban a cero cuando se 
acercaba al final de la molécula. Así mismo, después de realizar una anotación preliminar 
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se observó que los ORFs en los extremos repetidos presentaban truncamientos debidos a 
la ambigüedad y baja cobertura de la secuencia en estas zonas. Tomando como base este 
análisis se realizó un proceso de circularización manual para remover uno de los extremos 
repetidos. En este proceso se eliminó una porción de cada extremo repetido, de tal manera 
que las regiones que se mantuvieron presentaron una identidad del 100% en ambos 
extremos y las regiones eliminadas correspondieron a las regiones asociadas a los falsos 
truncamientos observados en los ORFs (Figura 2-1). Los resultados de circularización 
manual fueron validados con el programa automatizado Circlator [122]. De esta manera se 
pudo garantizar que las secuencias reportadas correspondieron a la secuencia completa 
circular de los plásmidos y cromosomas de las bacterias analizadas. Después de este 
proceso se obtuvo la secuencia completa del genoma de tres P. rettgeri NDM-positivas 
(Tabla 2-3). Vale la pena resaltar que para la fecha de desarrollo de este estudio no se 
encontraba disponible en las bases de datos ningún genoma con ensamblaje completo 
para esta especie, por lo que se reportó el primer genoma completo de P. rettgeri que 
puede contribuir con información útil para el entendimiento del papel de esta especie 
bacteriana en la diseminación de la resistencia a carbapenémicos [123]. 
 
Figura 2-1. Esquema del proceso de circularización manual de los contigs obtenidos en los ensamblajes de PacBio. A) 
Todos los contigs mapearon de manera homogénea las lecturas de PacBio, excepto en las secuencias repetidas de los 
extremos. B) Los análisis de Dotplot para todos los contigs de PacBio permitieron confirmar la presencia de extremos 
repetidos, resultados sugestivo de estructuras circulares (tomado de [122]). C) En la estrategia de circularización manual se 
eliminó una porción de cada extremo repetido, de tal manera que se minimizara la cantidad de falsos ORFs truncados. 
Debido a que los puntos de inicio de las secuencias son arbitrariamente asignados en el 
proceso de ensamblaje, la posición de inicio de cada secuencia fue reacomodada usando 
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los genes dnaA (definido por convención como punto de inicio de cromosomas 
bacterianos) y repA (usado como punto de inicio de los plásmidos pRB151-NDM y 
p16Pre36-2), y los puntos de inicio de los plásmidos pPrY2001 (para los plásmidos 
p16Pre36-NDM y p06-1619-2) y pNDM-BJ01 (para el plásmido p06-1619-NDM), para 
facilitar los análisis de genómica comparativa. Los genomas fueron anotados usando 
Prokka v1.11 y curados manualmente usando Artemis, BLASTn y BLASTp. Los genes de 
resistencia a antibióticos fueron identificados usando ARIBA [124] con las bases de datos 
ResFinder [125], ARG-ANNOT [126], CARD [127] y MEGARes [128]. Los transposones y 
las secuencias de inserción fueron identificados con ISfinder [129] y BLASTn [112]. La 
presencia de integrones clase 1, 2 o 3 fue determinada in silico usando los oligonucleótidos 
reportados por Stokes y colaboradores [130]. 
Tabla 2-3. Resultados para el proceso de secuenciacion de las muestras de PacBio. 
Muestra 
Antes de circularización Después de circularización 
Profundidad por base (X) Cobertura 
promedio 
(x) 
Profundidad por base (X) Cobertura 
promedio 
(x) Min Max Min Max 
16pre36 
Contig 0 0 252 151 50 293 171 
Contig 1 0 405 268 148 473 343 
Contig 2 2 80 48 36 94 66 
RB151 
Contig 0 0 321 146 32 345 158 
Contig 1 1 288 144 80 303 180 
B221 
Contig 0 0 348 170 61 417 194 
Contig 1 0 160 90 61 185 128 
Contig 2 0 298 148 65 370 271 
2.1.6 Análisis de genómica comparativa 
Se realizó un análisis genómico comparativo para evaluar la presencia y relación entre los 
plásmidos NDM-positivos identificados en los aislamientos incluidos en el estudio (p6234-
178kb, p16Pre36-NDM, pRB151-NDM, p06-1619-NDM y pNDM-BJ01) y algunos 
plásmidos adicionales que presentan relación con estos (pPrY2001 y p06-1619-2). Para 
realizar este análisis se creó una base de datos de la secuencia nucleotídica concatenada 
de los siete plásmidos incluidos en el análisis, dividida en fragmentos de 300 pb. La 
presencia (>90% de identidad nucleotídica) de cada ventana de 300 pb fue determinada 
mediante un análisis comparativo de las secuencias consenso obtenidas por mapeo de las 
lecturas de Miseq de cada muestra con los programas SHRiMP2 [131] y Nesoni 
(https://github.com/Victorian-Bioinformatics-Consortium/nesoni). Una vez establecida la 
Capítulo 2 27 
 
presencia o ausencia de las secuencias de los plásmidos en nuestro grupo de aislamientos 
clínicos y cepas transconjugantes (expresada como presencia o ausencia en ventanas de 
300 pb) los resultados fueron graficados con el programa SeqFindR 
(http://github.com/mscook/seqfindr). Fueron incluidas adicionalmente como controles 
internos librerías pareadas de Miseq, simuladas a partir de la secuencia de los plásmidos 
usados en el análisis, las cuales fueron creadas con una cobertura de 50x y tamaño 
promedio de 250 pb con el programa ART read simulator [132]. Para las comparaciones 
pareadas, la validación de los resultados de SeqFindR y la construcción de las figuras se 
usaron los programas BLASTn [112], ART [133], ACT [134], Easyfig [135] y BRIG [136]. 
2.1.7 Acceso a información genómica 
La secuencia completa de los plásmidos analizados en este estudio se encuentra 
disponible en las bases de datos DDBJ/EMBL/GenBank con los números de acceso para 
GenBank KX832927 (p16Pre36-NDM), KX832926 (p16Pre36-2), CP017672 (pRB151-
NDM), KX832928 (p06-1619-NDM) y KX832929 (p06-1619-2). Adicionalmente las librerías 
depuradas de Miseq para los 27 genomas analizados y las tres librerías de PacBio, se 
encuentran disponibles en la base de datos de lecturas Sequence Read Archive en el 
Bioproyecto con número de acceso PRJNA342046. 
2.2 Resultados 
2.2.1 El gen blaNDM-1 se encuentra en elementos conjugativos en 
los aislamientos colombianos y mexicanos 
Para el desarrollo de este estudio se partió de un grupo de aislamientos obtenidos en un 
estudio de vigilancia desarrollado entre el Instituto Nacional de Salud, el Laboratorio de 
Genética Molecular Bacteriana de la Universidad el Bosque y el Hospital el Tunal, en donde 
se recolectaron cepas portadoras del gen de resistencia a antibióticos carbapenémicos 
blaNDM-1. Dicho gen presenta una extraordinaria relevancia en la actualidad por su amplio 
espectro de actividad en contra de antibióticos beta-lactámicos, disminuyendo 
drásticamente las alternativas terapéuticas para el control de infecciones. 
Adicionalmente, fueron incluidos aislamientos provenientes de un brote generado por 
bacterias de la especie Klebsiella pneumoniae (seis aislamientos clínicos identificados 
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como clónales por medio de PFGE) identificados también en el Hospital El Tunal de Bogotá 
[25]. Sumados a estos aislamientos, también se contó con tres aislamientos de Providencia 
rettgeri asociados a un brote hospitalario presentado en la ciudad de Monterrey, México en 
2012 [26]. De los 12 aislamientos obtenidos en el estudio de vigilancia, seis fueron 
Providencia rettgeri reportadas en Bogotá, cinco Providencia rettgeri de Bucaramanga y 
un Acinetobacter baumannii de Cali (Figura I, Tabla 2-4). La mayoría de estos aislamientos 
provenían de pacientes no hospitalizados, atendidos en la unidad de urgencias, por 
infecciones en heridas o de tracto urinario (Tabla 2-4). Análisis por PCR permitieron 
confirmar la presencia de la variante blaNDM-1 en todos los aislamientos. En total se contó 
con 21 aislamientos clínicos de Colombia y México (Tabla 2-4) para el desarrollo de este 
estudio. 









 Edad Genero Muestra
b
 Fecha ST Servicio
c
 
16Kpn1 K. pneumoniae Bogotá H1 Neonato F Sangre Dec-2011 1043 UCIN 
C16-1 E. coli Tc de 16Kpn1 NA NA NA NA NA NA NA 
16Kpn2 K. pneumoniae Bogotá H1 Neonato M Heces Dec-2011 1043 UCIN 
16Kpn3 K. pneumoniae Bogotá H1 Neonato M Sangre Jan-2012 1043 UCIN 
16Kpn5 K. pneumoniae Bogotá H1 Neonato M Sangre Jan-2012 1043 UCIN 
16Kpn7 K. pneumoniae Bogotá H1 Neonato F Sangre Dec-2011 1043 UCIN 
16Kpn10 K. pneumoniae Bogotá H1 Neonato F Sangre Aug-2011 1043 UCIN 
16Pre36 P. rettgeri Bogotá H1 Neonato M Herida Feb-2013 NA SE 
C16-36 E. coli Tc de 16Pre36 NA NA NA NA NA NA NA 
16Pre38 P. rettgeri Bogotá H1 26 M Herida Mar-2013 NA SE 
16Pre45 P. rettgeri Bogotá H1 39 F Orina Jul-2013 NA SE 
16Pre46 P. rettgeri Bogotá H1 28 F Orina Dec-2013 NA H 
16Pre47 P. rettgeri Bogotá H1 87 F Orina Mar-2014 NA SE 
16Pre50 P. rettgeri Bogotá H1 83 M Orina Jan-2014 NA SE 
RB110 P. rettgeri Bucaramanga H2 18 M Orina Nov-2012 NA UQ 
RB111 P. rettgeri Bucaramanga H2 65 M Orina Nov-2012 NA A 
RB151 P. rettgeri Bucaramanga H2 58 F Orina Jan-2013 NA SE 
CRB151 E. coli Tc de RB151 NA NA NA NA NA NA NA 
RB152 P. rettgeri Bucaramanga H2 ND F LBA Jan-2013 NA SE 
CRB152 E. coli Tc de RB152 NA NA NA NA NA NA NA 
RB153 P. rettgeri Bucaramanga H2 38 M Orina Jan-2013 NA SE 
06-1617 P. rettgeri Monterrey H4 22 M Orina Jan-2012 NA UCI 
06-1619 P. rettgeri Monterrey H4 16 M Orina Jan-2012 NA UCI 
06-1623 P. rettgeri Monterrey H4 53 F Orina May-2012 NA UCI 
C06-1623 E. coli Tc de 06-1623 NA NA NA NA NA NA NA 
19Aba78 A. baumannii Cali H3 57 F Herida Feb-2013 239 UCI 
C19-78 E. coli Tc de 19aba78 NA NA NA NA NA NA NA 
a- Los aislamientos provienen de Colombia (Bogotá y Bucaramanga) y México (Monterrey). Tc: transconjugante 
NDM-positiva obtenida usando como donante la cepa mencionada. 
b- NA: No aplica, ND: no determinado. 
c- LBA: Lavado broncoalveolar. 
d- UCI: Unidad de cuidados intensivos, UCIN: unidad de cuidados intensivos neonatal, SE: sala de emergencia, H: 
hospitalización, UQ: unidad de quemados, A: ambulatorio. 
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Con el fin de verificar la presencia del gen blaNDM-1 a nivel plasmídico o en algún elemento 
conjugativo, se realizaron experimentos de conjugación usando como cepas donantes del 
gen de resistencia, seis aislamientos clínicos representativos: un aislamiento 
representando las K. pneumoniae de Bogotá (16Kpn1), el A. baumannii de Cali (19Aba78), 
una de las P. rettgeri de Bogotá (16Pre36), dos representado las P. rettgeri de 
Bucaramanga (RB151 y RB152) y uno las P. rettgeri de Monterrey (México) (06-1619), y 
finalmente usando como cepa receptora la E. coli J53 resistente a azida de sodio (sensible 
a β-lactámicos). Las cepas transconjugantes fueron seleccionadas por su doble resistencia 
a azida de sodio y a β-lactámicos (posteriormente se verificó la presencia del gen blaNDM-1 
por PCR). De esta manera fue posible obtener cepas transconjugantes para las seis cepas 
donantes (Tabla 2-4). Estos resultados muestran que el gen blaNDM-1 en los aislamientos 
colombianos y mexicanos está localizado en algún elemento conjugativo, y por lo tanto 
puede ser transferido a otras cepas, permitiendo la diseminación de este gen de resistencia 
entre la misma o diferentes especies. 
 
Figura 2-2. Perfil plasmídico de dos aislamientos clínicos (16Kpn1 y 16Kpn7) provenientes del brote de K. pneumoniae y su 
respectiva E. coli transconjugante (c16-1), obtenido por extracción de ADN plasmídico con el kit QIAGEN Plasmid Midi. 
λHindIII/EcorI: marcador de peso molecular; K. pneumoniae BAA2146: cepa ATCC control positivo para blaNDM-1 plasmídico; 
K. pneumoniae ATCC700603: control positivo para extracción de plásmidos de alto peso molecular (presenta un plásmido 
de 152 Kb y otro de 77 Kb [137]). 
30 Elementos genéticos involucrados en la movilización del gen blaNDM-1 en bacterias multirresistentes 
 
En la Figura 2-2 se ilustra el perfil plasmídico de dos de los aislamientos clínicos de K. 
pneumoniae (16Kpn1 y 16Kpn7) y de su respectiva E. coli transconjugante (C16-1), la cual 
muestra una banda de alto peso molecular, que probablemente corresponde al plásmido 
blaNDM-1-positivo presente en los aislamientos pertenecientes a este brote, con una 
migración electroforética que sugiere un peso molecular superior a los 140 kb. 
Para determinar los plásmidos portadores del gen blaNDM-1 en los aislamientos 
secuenciados, inicialmente se construyó una base de datos de los plásmidos 
completamente secuenciados, reportados en la base de datos de nucleótidos del NCBI, 
para descartar o confirmar la presencia de plásmidos previamente reportados en nuestro 
grupo de aislamientos. En total 144 plásmidos blaNDM-1-positivos completamente 
secuenciados fueron encontrados (hasta el 18 de mayo de 2017). Con esta base de datos 
se realizó una comparación de los ensamblajes obtenidos contra la secuencia de los 
plásmidos reportados usando la herramienta BLASTn [112]. Para A. baumannii y los 
aislamientos de K. pneumoniae, los resultados sugieren la presencia de plásmidos 
previamente reportados en Colombia. Sin embargo, para los aislamientos de P. rettgeri de 
Colombia y México, no fue posible identificar un plásmido altamente relacionado (Figura 
2-3). 
 
Figura 2-3. Plásmidos blaNDM-positivos completamente secuenciados, reportados en la base de datos de nucleótidos del 
NCBI. La secuencia de cada plásmido reportado fue compara contra los ensamblajes parciales obtenidos en este estudio 
usando BLASTn. Se reporta el porcentaje de cobertura del plásmido blaNDM-positivo con una identidad superior al 99%. 
(continua…) 
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2.2.2 Acinetobacter baumannii en Colombia transporta blaNDM-1 en 
un plásmido pNDM-BJ01-like 
El análisis del ensamblaje del genoma del aislamiento de A. baumannii 19Aba78 reportado 
en Cali, Colombia, presentó una cobertura del 99% de la secuencia del plásmido pNDM-
BJ01 con >99% de identidad nucleotídica (Figura 2-3), y en general un buen porcentaje de 
cobertura con los plásmidos pertenecientes a esta familia (pNDM-BJ01-like, Figura 2-3). 
Aunque el ensamblaje de la muestra 19Aba78 no permitió tener el plásmido pNDM-BJ01-
like que porta este aislamiento en un único contig (se generaron ocho contigs, Figura 2-4B). 
Cabe resaltar, sin embargo, que el gen blaNDM-1 se encontró dentro de un Tn125 en un 
único contig adyacente a secuencias exclusivas de este tipo de plásmidos (Figura 2-4B). 
Adicionalmente la cepa transconjugante C19-78 presento 92% de cobertura sobre la 
secuencia del plásmido pNDM-BJ01 con 99% de identidad nucleotídica (Figura 2-3). 
Teniendo en cuenta que las transconjugantes fueron obtenidas usando como cepa 
receptora la E. coli J53, usando la secuencia del genoma de este aislamiento previamente 
reportada (número de acceso a GenBank: AICK00000000) [138], fueron removidos los 
contigs cromosomales del ensamblaje de la cepa transconjugante C19-78 usando el 
programa CONTIGuator_v2.7, encontrando que los contigs remanentes solo mapearon 
contra el plásmido pNDM-BJ01, permitiendo confirmar que el plásmido pNDM-BJ01-like 
que transporta el aislamiento 19Aba78 no presenta inserciones ni deleciones (Figura 2-4).  
En Colombia recientemente fueron identificadas dos cepas de Acinetobacter spp. 
transportando blaNDM-1 en plásmidos pNDM-BJ01-like (Figura 2-4A) [75]. Estos 
aislamientos fueron identificados en las ciudades de Neiva y Pasto. Los plásmidos blaNDM-
1-positivos p6200-47kb y p6411-9kb transportados por estos dos aislamientos presentaron 
una cobertura del 100% de la secuencia del plásmido pNDM-BJ01 con una identidad 
nucleotídica del 99%. Haciendo un análisis comparativo del plásmido pNDM-BJ01-like del 
aislamiento 19Aba78 con los plásmidos p6200-47kb y p6411-9kb, no fue posible identificar 
alguna variación nucleotídica entre estos tres plásmidos. Sin embargo, estos tres 
plásmidos colombianos pNDM-BJ01-like presentaron tres SNP’s sinónimos con respecto 
al plásmido pNDM-BJ01 (17340C>A, 17688C>T y 17760T>C). 
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Figura 2-4. Plásmidos blaNDM-1-positivos circulando en Acinetobacter spp. en Colombia. A) Comparación del plásmido 
pNDM-BJ01 contra los genomas totales del A. baumannii 19Aba78 y su E. coli transconjugante C19-78. Se incluyen 
también los genomas de los aislamientos de P. rettgeri de México (06-1617, 06-1619 y 06-1623) y su transconjugante 
(C06-1623). También fueron incluidos los plásmidos p6200-47kb y p6411-9kb previamente reportados en Colombia. El 
círculo negro corresponde al plásmido de referencia pNDM-BJ01 incluido como control interno. B) Se muestran los contigs 
plasmídicos obtenidos para los ensamblajes de las muestras 19Aba78 y C19-78. 
A pesar de la estrecha relación de los plásmidos pNDM-BJ01-like transportados por los 
aislamientos colombianos (en Neiva, Pasto y Cali), las cepas que los transportaban 
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presentaron baja relación genética entre sí. El aislamiento A. baumannii de Neiva (que 
transporta el plásmido p6200-47kb) pertenece al linaje genético ST322, el aislamiento de 
A. nosocomialis de Pasto (que transporta el plásmido p6411-9kb) pertenece al linaje 
genético ST464 y el A. baumannii 19Aba78 de Cali pertenece al linaje genético ST239, 
como se pudo determinar in silico usando el esquema de MLST reportado por Diancourt y 
colaboradores  [139]. Este resultado es coherente con lo observado a nivel mundial, ya 
que los plásmidos pNDM-BJ01-like han sido reportados en diferentes países en Asia y 
América Latina entre aislamientos del genero Acinetobacter spp. no relacionados [15, 75, 
140-148]. 
Un hallazgo interesante de este estudio fue la relación que se encontró de los aislamientos 
de P. rettgeri de circulación en Monterrey, México (06-1617, 06-1619 y 06-1623), con el 
plásmido pNDM-BJ01, los cuales mostraron alta relación (>99% de identidad nucleotídica 
sobre 74% a 80% de la longitud de pNDM-BJ01; Figura 2-4A y Figura 2-3). Resultado que 
fue validado por la transconjugante C06-1623 obtenida usando como donante una de las 
cepas de este brote. Sin embargo, se observó una deleción corriente abajo del gen blaNDM-
1 en la variante pNDM-BJ01-like que presentan estos aislamientos (Figura 2-4A). Este 
resultado sugiere la circulación de este tipo de plásmidos pNDM-BJ01-like entre las P. 
rettgeri de México, con una posible deleción que afectó una porción del Tn125 y corriente 
abajo de este un fragmento de la región exclusiva del plásmido. 
2.2.3 Klebsiella pneumoniae en Colombia transporta blaNDM-1 en 
plásmidos IncA/C2 estrechamente relacionados 
El análisis de los ensamblajes de los seis aislamientos de K. pneumoniae mostró en todos, 
alta identidad al plásmido p6234-178kb (>99% de identidad sobre >98% de la secuencia 
del plásmido p6234-178kb) (Figura 2-3 y Figura 2-5). Este plásmido pertenece al grupo de 
incompatibilidad IncA/C2 y fue reportado en un aislamiento clínico de K. pneumoniae en 
Neiva, Colombia [75]. Estos resultados sugieren la circulación de este mismo plásmido en 
las K. pneumoniae de nuestro estudio provenientes de Bogotá. En este caso (de manera 
similar al resultado de A. baumannii) el aislamiento de K. pneumoniae reportado en Neiva 
pertenece a un linaje genético (ST392) no relacionado con el identificado en los 
aislamientos de Bogotá (ST1043) [25]. Poniendo en evidencia la circulación de este tipo 
de plásmidos en diferentes ciudades del país, y en diferentes linajes genéticos. 
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Figura 2-5. Plásmidos blaNDM-1-positivos circulando en K. pneumoniae en Colombia. A) Comparación del plásmido p6234-
178kb contra los genomas totales de las K. pneumoniae identificadas en Bogotá (muestra 16Kpn) y su E. coli transconjugante 
C16-1. El circulo negro corresponde al plásmido de referencia p6234-178 incluido como control interno. B) Se muestran los 
contigs obtenidos para los ensamblajes de las muestras 16Kpn1 y C16-1. 
Las secuencias de los seis aislamientos de K. pneumoniae de Bogotá relacionadas al 
plásmido p6234-178kb identificado previamente en Neiva, fueron ensambladas en varios 
contigs (Figura 2-5B), por lo que no fue posible establecer su orden y ubicación genómica. 
Sin embargo, el ensamblaje del genoma completo de la E. coli transconjugante C16-1, que 
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se obtuvo usando como donante una de las cepas de este brote (K. pneumoniae 16Kpn1), 
también mostro 98% de cobertura del plásmido p6234-178kb con identidad nucleotídica 
del 99% (Figura 2-3 y Figura 2-5), reforzando la evidencia de que los aislamientos de K. 
pneumoniae de Colombia transportan blaNDM-1 en un plásmido IncA/C2 conjugativo 
estrechamente relacionado.  
Para descartar la posibilidad de que la cepa receptora E. coli J53 presentara secuencias 
relacionadas al plásmido p6234-178kb que afectaran el resultado, todos los contigs 
cromosomales de la cepa transconjugante C16-1 fueron removidos usando el programa 
CONTIGuator_v2.7, y los contigs remanentes fueron mapeados contra la secuencia del 
plásmido p6234-178kb. Dicho análisis mostró que todos los contigs extracromosomales de 
la transconjugante C16-1 mapearon contra el plásmido p6234-178kb, con una única 
diferencia asociada a la ausencia de la secuencia de inserción IS5075 en la cepa 
transconjugante (Figura 2-5). El plásmido p6234-178kb presenta tan solo cuatro SNP’s con 
respecto al plásmido NDM-positivo de los aislamientos de K. pneumoniae de este estudio. 
Dos SNP’s sinónimos (68949T>C y 173978G>A), uno en una región intergénica 
(68018C>A), y otro sustituyendo una valina por una alanina (ambos aminoácidos no 
polares) en un gen que codifica para una ADN primasa (62309A>G). Los resultados 
obtenidos demuestran la circulación de plásmidos IncA/C2 estrechamente relacionados 
entre aislamientos de K. pneumoniae de diferentes linajes genéticos (ST392 y ST1043) y 
en dos ciudades distantes de Colombia (Neiva y Bogotá). 
2.2.4 Los aislamientos de Providencia rettgeri de Colombia 
transportan blaNDM-1 en plásmidos no reportados 
Los análisis de los ensamblajes de los aislamientos de P. rettgeri colombianos no 
permitieron encontrar alguna coincidencia sobre la longitud completa de alguno de los 144 
plásmidos blaNDM-1 completamente secuenciados (Figura 2-3). El plásmido con mayor 
relación fue el pPrY2001, que no pertenece a ningún grupo de incompatibilidad conocido 
y fue encontrado en un aislamiento clínico canadiense NDM-positivo de P. rettgeri [23]. 
Dicho plásmido presentó una cobertura de entre 69% y 77% de su longitud con identidad 
superior al 99%, cuando fue comparado con los ensamblajes obtenidos para las P. rettgeri 
del estudio (Figura 2-3 y Figura 2-6), con la excepción de los aislamientos 16Pre47 y 
RB152, de Bogotá y Bucaramanga, respectivamente, los cuales mapearon solo 22% y 15% 
de la secuencia de pPrY2001. Sin embargo, todas las transconjugantes obtenidas usando 
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como cepa donante alguna P. rettgeri, presentaron muy baja relación con el plásmido 
pPrY2001 (<15% de cobertura de pPrY2001 con >99% identidad nucleotídica). La pequeña 
porción de pPrY2001 que mapeó en las transconjugantes y en los aislamientos 16Pre47 y 
RB152 estaba asociada a los remanentes del transposón Tn125 (Figura 2-6).  Estos 
resultados sugieren que en las P. rettgeri colombianas a pesar de presentar alta relación 
con el plásmido pPrY2001 - identificado también en una P. rettgeri en Canadá - en dichos 
aislamientos el gen blaNDM-1 no está ubicado en un plásmido relacionado a este, ya que las 
transconjugantes presentaron baja relación con dicho plásmido, sin embargo, estos 
aislamientos pueden tener alguna estructura genética adicional blaNDM-1-negativa 
altamente relacionada al plásmido pPrY2001. 
 
Figura 2-6. Comparación pareada del ensamblaje del genoma de los aislamientos de P. rettgeri incluidos en el estudio y sus 
E. coli transconjugantes, contra la secuencia del plásmido pPrY2001 (número de acceso para NCBI: KF295828) reportado 
previamente en un aislamiento de NDM-positivo de P. rettgeri de Canadá [23]. Se incluye también el genoma parcialmente 
secuenciado del aislamiento de P. rettgeri H1736 (número de acceso a GenBank: CVLT00000000.1) reportado previamente 
en Israel y que también presento relación con el plásmido pPrY2001. 
Los aislamientos de P. rettgeri de México presentaron también relación con el plásmido 
pPrY2001 (>99% de identidad nucleotídica sobre 64% a 76% de la secuencia completa de 
pPrY2001), sin embargo, la correspondiente transconjugante C06-1619 (solo mapeo 11% 
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de la secuencia de pPrY2001, asociado a los remanentes del Tn125), mostró relación 
únicamente con los plásmidos pNDM-BJ01-like, indicando que estos aislamientos también 
transportan otra estructura genética blaNDM-1-negativa relacionada a pPrY2001 (Figura 2-3 
y Figura 2-6). 
Adicional a esto, el análisis con la base de datos de plásmidos blaNDM-1-positivos, permitió 
encontrar una asociación entre los aislamientos de P. rettgeri colombianos y los plásmidos 
IncA/C2 (Figura 2-3), principalmente con el plásmido p6234-178Kb encontrado en las K. 
pneumoniae de este estudio y reportado previamente en una K. pneumoniae también 
colombiana. En general las P. rettgeri colombianas mostraron ~50% de cobertura con 
identidad nucleotídica superior al 99%, sobre la secuencia de los plásmidos IncA/C2 blaNDM-
1-positivos reportados (Figura 2-3). No obstante, ningún aislamiento de P. rettgeri presentó 
alguna de las características claves para la clasificación de este tipo de plásmidos dentro 
del grupo de incompatibilidad IncA/C2, como el gen repA que es altamente conservado en 
esta familia de plásmidos. En contraste, el análisis de las transconjugantes de las P. rettgeri 
colombianas mostró un comportamiento diferencial. En el caso de la E. coli 
transconjugante C16-36, obtenida usando como donante el aislamiento clínico 16Pre36, 
representante de las P. rettgeri de circulación en Bogotá, presentó alta relación con los 
plásmidos IncA/C2, de manera similar a la cepa donante (Figura 2-3), resultado que 
sugiere que en los aislamientos de P. rettgeri de Bogotá, circula un plásmido conjugativo 
NDM-positivo relacionado a los plásmidos IncA/C2, y en especial al plásmido p6234-178kb. 
Para el caso de los aislamientos de Bucaramanga, aunque las P. rettgeri presentaron 
aproximadamente 60% de cobertura con más del 99% de identidad nucleotídica sobre la 
secuencia completa del plásmido p6234-178kb (IncA/C2) (excepto la muestra RB152 con 
solo 26% de cobertura), las E. coli transconjugantes CRB151 y CRB152, obtenidas usando 
como donante las cepas RB151 y RB152, representantes de las P. rettgeri de circulación 
en esta zona, no presentaron relación con los plásmidos IncA/C2, mapeando solo sobre el 
9% de la secuencia de dicho plásmido (asociado a los remanentes del Tn125 de estos 
aislamientos). Este resultado muestra que, aunque los aislamientos de Bucaramanga 
tienen una estructura genética relacionada a los plásmidos IncA/C2 (por la relación 
encontrada en las cepas donantes), esta estructura no es la responsable del transporte de 
este gen, puesto que las cepas transconjugantes no presentan relación con este tipo de 
plásmidos. Adicionalmente estos resultados en conjunto muestran que el plásmido que 
está circulando entre los aislamientos de Bucaramanga es diferente al plásmido que circula 
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en los aislamientos de Bogotá, puesto que este último presenta relación con los plásmidos 
IncA/C2 (confirmada por medio de la transconjugante) y el de Bucaramanga no. 
2.2.5 Diseminación clonal de los aislamientos de P. rettgeri NDM-
positivos 
Debido a que no existe algún esquema exclusivo para la clasificación filogenética de P. 
rettgeri, y teniendo en cuenta que se dispone de los ensamblajes de los genomas 
completos para todas las P. rettgeri incluidas en el estudio, se desarrolló un árbol 
filogenético basado en las variaciones nucleotídicas puntuales (SNP’s) del core-genome 
de los 14 aislamientos de P. rettgeri NDM-1-positivos, encontrando que todos, excepto 
uno, agruparon de acuerdo al lugar de identificación, observando un grupo de aislamientos 
de Bogotá, otro de Bucaramanga y otro de Monterrey (Figura 2-7).  
 
Figura 2-7. Árbol filogenético basado en los SNP’s del core-genome de Providencia rettgeri. Se muestran los aislamientos 
de este estudio y los genomas parcialmente ensamblados reportados para P. rettgeri en la base de datos de genomas del 
NCBI (no se encontraron genomas completamente ensamblados para esta especie). El árbol de máxima verosimilitud (ML, 
maximun likelihood) fue construido basado en los SNP’s del core-genome obtenidos a partir de los genomas parcialmente 
ensamblados. La longitud de las ramas esta expresada en tasa de cambio por posición nucleotídica (línea de escala). 
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El único aislamiento que no correlacionó, fue el 16Pre45, que agrupó con los aislamientos 
de Bucaramanga, aunque fue identificado en Bogotá. A pesar de esta relación filogenética 
entre este aislamiento y las cepas de Bucaramanga, no se encontró ningún nexo 
epidemiológico en los registros clínicos para el paciente portador de este microorganismo. 
Estos resultados sugieren que la circulación de P. rettgeri NDM-positivas en Colombia y 
México, presenta un patrón de diseminación clonal, en concordancia con el lugar de 
circulación. 
Para la fecha de desarrollo de este análisis en la base de datos de genomas del NCBI, 
únicamente se encontraron disponibles cinco genomas parcialmente ensamblados para P. 
rettgeri (en estado de contigs). De estos, dos ensamblajes correspondieron a cepas NDM-
positivas, reportadas en Israel (cepa H1736) y Brasil (cepa CCBH11880) [149, 150]. En el 
análisis filogenético estas dos cepas NDM-positivas presentaron mayor relación con las 
cepas de circulación en Bucaramanga (Figura 2-7). No obstante, los clones de P. rettgeri 
analizados en este estudio presentaron baja relación filogenética con los demás clones 
reportados previamente en el NCBI. 
Partiendo del análisis filogenético de los aislamientos de P. rettgeri, fue seleccionado un 
representante de cada uno de los tres grupos de aislamientos encontrados en el análisis, 
para secuenciación y ensamblaje completo de sus genomas usando la técnica de 
secuenciación de tercera generación PacBio (Pacific Bioscience of California, Inc), la cual 
gracias al tamaño de las lecturas que genera, permite resolver estructuras de repetidos 
grandes y complejos como los que se dan por la inserción o duplicación de elementos 
genéticos móviles en las bacterias, y que están asociados principalmente a la movilización 
y diseminación de genes de resistencia y virulencia. 
Tabla 2-5. Moléculas obtenidas después del proceso de ensamblaje de las librerías de PacBio para tres representantes de 






Genes de resistencia 
16Pre36 
(Bogotá) 
Cromosoma 4702386 171 aadA1, blaCTX-M-12, catA2, sul2, dfrA1 
p16Pre36-NDM 244116 343 
aadA1, aph(3')-Ia, blaNDM-1, sul2, sul1, 
tet(B), dfrA1 
p16Pre36-2 43191 66 aac(3)-IIa, blaTEM-1B 
RB151 
(Bucaramanga) 
Cromosoma 4780645 158 
aac(3)-IIa, armA, aacA4, blaTEM-1B, 
blaOXA-2, aac(6')Ib-cr, sul1, sul2, dfrA31 
pRB151-NDM 108417 180 blaNDM-1 
06-1619 
(Monterrey) 
Cromosoma 4381778 194 aadA1, dfrA1 
p06-1619-2 90666 128 Sin genes de resistencia 
p06-1619-NDM 54712 271 aph(3')-VIa, blaNDM-1 
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Para tal fin fueron seleccionados los aislamientos 16Pre36, RB151 y 06-1619 (Tabla 2-5), 
representando los grupos de aislamientos de Bogotá, Bucaramanga y Monterrey (México), 
respectivamente. Después del proceso de ensamblaje de los genomas para estos tres 
aislamientos se obtuvo la secuencia completa de su cromosoma y de los plásmidos que 
transportan (Tabla 2-5). En los tres aislamientos seleccionados el gen blaNDM-1 fue 
encontrado en estructuras plasmídicas, aunque las cepas presentaron genes de 
resistencia a antibióticos adicionales transportados en sus cromosomas (Tabla 2-5). Los 
plásmidos NDM-positivos encontrados en estos tres aislamientos presentaron 
características genéticas distintivas. Los detalles sobre los elementos genéticos 
codificados por estos plásmidos y su relación con elementos genéticos reportados 
previamente se detallan a continuación. 
Figura 2-8. Análisis de los marcadores de grupos de 
incompatibilidad presentes en los aislamientos clínicos y cepas 
transconjugantes de este estudio. La presencia de marcadores fue 
determinada usando la herramienta PlasmidFinder sobre los 
ensamblajes de Miseq para los aislamientos clínicos. También se 
analizó la presencia de marcadores para los plásmidos encontrados 
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2.2.6 Características generales de los plásmidos NDM-positivos 
de P. rettgeri 
En los aislamientos de P. rettgeri seleccionados el gen blaNDM-1 fue encontrado en 
plásmidos no relacionados genéticamente (Figura 2-9). Adicionalmente, usando los 
esquemas reportados por Carattoli y colaboradores  [151], ninguno de estos plásmidos 
presentó marcadores para los grupos de incompatibilidad conocidos (Figura 2-8). Sin 
embargo, la anotación de los plásmidos pRB151-NDM y p06-1619-NDM, mostró la 
presencia de genes putativos repA (dos copias para pRB151-NDM y una copia para p06-
1619-NDM), los cuales presentaron estrecha relación entre sí (>85% de identidad 
nucleotídica). En los análisis en Pfam [152], las proteínas putativas codificadas por estos 
genes repA fueron asignadas como pertenecientes a la familia de proteínas IncFII_RepA, 
no obstante, estos tres genes repA mostraron muy baja relación con los genes repA 
reportados para los plásmidos del grupo de incompatibilidad IncFII [151] (<51% de 
identidad nucleotídica sobre la secuencia completa del gen repA), y los plásmidos pRB151-
NDM y p06-1619-NDM tampoco presentaron alguna relación con los plásmidos de esta 
familia. En el plásmido p06-1619-NDM este gen repA se encuentra ubicado dentro de un 
elemento genético móvil que probablemente movilizó este gen desde otro plásmido. 
▪ Plásmido p16Pre36-NDM: este plásmido encontrado en el aislamiento de P. rettgeri 
16Pre36, presenta dos regiones que codifican maquinaria para la transferencia 
conjugativa (Figura 2-9). Una de estas regiones ha sido descrita únicamente en el 
plásmido pPrY2001 y fue designada en este trabajo como Tra-Pre, puesto que solo ha 
sido identificada en baterías de la especie P. rettgeri. La otra maquinaria de 
conjugación es conocida como una región asociada a la transferencia del plásmido y 
fue descrita con el nombre de Tra1 por Fernandez-Alarcon y colaboradores [153]. Esta 
maquinaria de conjugacion Tra1 es frecuentemente encontrada en los plásmidos del 
grupo de incompatibilidad IncA/C2, los cuales estan ampliamente diseminados en una 
gran variedad de bacterias hospedadoras en todo el mundo [75, 154-159]. Esta region 
Tra1 también se encuentra en el plásmido p6234-178kb circulando entre las K. 
pneumoniae de Colombia analizadas en este estudio. El plásmido p16Pre36-NDM 
presenta un tamaño de 244 kb, siendo el mas grande y variable dentro de los plásmidos 
NDM-positivos analizados en este estudio, y dentro de los plásmidos NDM-positivos 
mas grandes descritos en la literatura. Este plásmido presenta dos regiones de 
resistencia y virulencia las cuales contienen un sistema toxina-antitoxina (higBA y 
Capítulo 2 43 
 
mazEF) y un integron clase 1. Ambos integrones clase 1 tienen los genes dfrA1-aadA1-
qacEΔ1-sul1, asociados con resistencia a trimetoprima, compuestos de amonio 
cuaternario, aminoglicósidos y sulfonamidas. Adicionalmente este plásmido transporta 
los genes de resistencia a antibióticos aph(3')-Ia, sul2 y tet(B). Una de las regiones de 
resistencia y virulencia contiene el gen blaNDM-1 dentro de una porción del Tn125, el 
cual a su vez está dentro de un Tn21 que presenta un reordenamiento, con los dos 
repetidos invertidos del transposón flanqueando el ΔTn125 (en el capítulo 4 se describe 
este resultado con mayor detalle). 
▪ Plásmido p06-1619-NDM: Este plásmido encontrado en el aislamiento 06-1619 del 
brote de P. rettgeri de Monterrey (México), tiene un tamaño de 54 kb (Figura 2-9), y 
pertenece a la familia de plásmidos pNDM-BJ01-like (>99% de identidad nucleotídica 
sobre 74% de la secuencia de pNDM-BJ01), altamente conservada, e identificada 
frecuentemente en diferentes especies del genero Acinetobacter, siendo este el primer 
reporte de este tipo de plásmidos en P. rettgeri.  En este plásmido se encontró también 
el gen de resistencia a aminoglicósidos aph(3')-VIa, común para los plásmidos pNDM-
BJ01-like. Este plásmido presenta la inserción de un elemento genético móvil, que esta 
flanqueado por dos copias idénticas de un nuevo transposón, registrado en este 
estudio con el número Tn6368 (en la base de datos Tn Number Registry [160]). Esta 
inserción del Tn6368 truncó el Tn125 después del gen tat, y dentro del esqueleto del 
plásmido generó la perdida de los genes parB y virB5 y el truncamiento del gen virB4 
(Figura 2-10) (ver detalles en el capítulo 4). Los genes del esqueleto del plásmido 
truncados y delecionados hacen parte del sistema de secreción tipo IV (T4SS), y están 
asociados al proceso de apareamiento para transferencia de ADN entre bacterias y al 
proceso de partición plasmídica durante la división celular [161-163]. Sin embargo, la 
pérdida de estos genes pudo no haber afectado la capacidad de conjugación del 
plásmido p06-1619-NDM, ya que en este estudio obtuvimos una cepa E. coli 
transconjugante con este plásmido a partir de una de las muestras de este brote (Figura 
2-10). Aunque no se puede descartar que el segundo plásmido transportado por estos 
aislamientos, que presenta la maquinaria de conjugación Tra-Pre, actúe como un 
ayudador en el proceso de conjugación como se ha reportado para otros plásmidos 
que transportan genes de resistencia [164-166]. La inserción del Tn6368 permitió 
también la incorporación de dos sistemas toxina-antitoxina (parED y relEB), el gen repA 
y las secuencias de inserción IS5 e IS26 (Figura 2-10). 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Capítulo 2 45 
 
▪ Plásmido pRB151-NDM: el plásmido pRB151-NDM, identificado en el aislamiento 
RB151 de Bucaramanga, presenta un tamaño de 108 kb, y comparado con los otros 
plásmidos NDM-positivos de este estudio es el menos complejo. Este plásmido tiene 
una estructura genética completamente novedosa, no relacionada a ninguna secuencia 
reportada previamente en la base de datos de nucleótidos del NCBI. Codifica una 
maquinaria putativa para la transferencia conjugativa del plásmido, para proteínas de 
los procesos de replicación y partición del plásmido, y un operón putativo para la 
producción de fimbrias (Figura 2-9). Este plásmido solo transporta el gen de resistencia 
blaNDM-1 dentro de un Tn125 que tiene sus dos ISAba125 truncadas (los detalles de 
esta región variable se muestran en el capítulo 4). Adicionalmente corriente abajo del 
ΔTn125 presenta un nuevo transposón, registrado con el numero Tn6369 en la base 
de datos de números de transposones (Tn Number Registry [160]). Este plásmido 
también tiene un sistema toxina-antitoxina parED y una secuencia de inserción 
ΔISYal1. 
 
Figura 2-10. Comparación pareada de los plásmidos pNDM-BJ01-like identificados en este estudio. A) El plásmido p06-
1619-NDM identificado en P. rettgeri y el plásmido pNDM-BJ01 identificado en A. baumannii. B) Se muestran los contigs 
obtenidos para los ensamblajes de la muestra clínica de P. rettgeri 06-1623 identificada en Monterrey (México) y su E. coli 
transconjugante C06-1623. Las barras grises y rojas (secuencias invertidas) entre cada par de secuencias corresponden a 
regiones con >98% de identidad nucleotídica en una ventana de 400 pb. 
46 Elementos genéticos involucrados en la movilización del gen blaNDM-1 en bacterias multirresistentes 
 
Las comparaciones realizadas entre los tres plásmidos de P. rettgeri NDM-positivos, no 
mostraron mayores relaciones, aparte de los remanentes del Tn125. Sin embargo, el 
plásmido p16Pre36-NDM mostro una fuerte relación con el plásmido p6234-178kb; ellos 
comparten la región Tra1, a pesar de que en estos dos plásmidos blaNDM-1 está localizado 
en un contexto genético diferente (Figura 2-11). Esta similitud permite explicar la relación 
genética observada entre los genomas de los aislamientos de P. rettgeri de Bogotá y los 
plásmidos IncA/C2. Sin embargo, el plásmido p6234-178kb no presenta la región Tra-Pre 
(que hasta la fecha solo se ha identificado en P. rettgeri) y presenta un perfil de genes de 
resistencia mucho más amplio, debido a la presencia de un integrón clase 1 donde se 
encuentran la mayoría de estos genes (Figura 2-11). 
Uno de los hallazgos más interesantes de este estudio se dio con los aislamientos de P. 
rettgeri de Monterrey (México). A pesar de que estos aislamientos no presentaron ninguna 
relación epidemiológica con los aislamientos de P. rettgeri de Bogotá, y que fueron aislados 
en regiones geográficas bastante distantes, todos presentaron relación con el plásmido 
pPrY2001 identificado en el aislamiento 09ACRGNY2001 recolectado en Canadá en 2010 
[23] (Figura 2-6). En el caso de los aislamientos mexicanos dicha relación se pudo explicar 
por la presencia de un segundo plásmido (p06-1619-2) estrechamente relacionado (pero 
sin genes de resistencia) con pPrY2001 (Figura 2-11) y para los aislamientos de Bogotá la 
relación se da con el plásmido p16Pre36-NDM, que presenta una estructura hibrida con 
una región relacionada a pPrY2001 y otra a p6234-178kb (Figura 2-11). Estos tres 
plásmidos pPrY-like (pPrY2001, p16Pre36-NDM y p06-1619-2), presentan una región 
conservada que codifica la maquinaria de conjugación Tra-Pre. 
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2.2.7 Epidemiología genómica de los plásmidos NDM-positivos 
de circulación en Colombia y México 
Con el fin de profundizar en la dinámica de diseminación de los plásmidos NDM-positivos 
en el grupo de muestras analizadas, se utilizaron las lecturas obtenidas en el proceso de 
secuenciación con la tecnología Miseq de todos los aislamientos y cepas transconjugantes 
incluidas en el estudio, para indagar la presencia y relación con los plásmidos 
completamente secuenciados de P. rettgeri, A. baumannii y K. pneumoniae que se 
identificaron en algunos de los aislamientos de este estudio (Figura 2-12). 
Para el caso de los aislamientos de P. rettgeri detectados en Bogotá, en cuatro (16Pre36, 
16Pre38, 16Pre46 y 16Pre50) de los seis aislamientos de esta zona, se observó un perfil 
de mapeo homogéneo a lo largo de la secuencia completa del plásmido p16Pre36-NDM, 
lo que sugiere que estos aislamientos presentan un plásmido estrechamente relacionado 
al p16Pre36-NDM transportando el gen blaNDM-1 (Figura 2-12). Los dos aislamientos 
restantes (16Pre45 y 16Pre47) presentaron un perfil de mapeo sobre p16Pre36-NDM 
diferente. El aislamiento 16Pre45 mapea únicamente sobre la región del plásmido 
p16Pre36-NDM relacionada con los plásmidos pPrY-like y que contiene el operón Tra-Pre, 
lo que sugiere que la muestra 16Pre45 presenta una estructura plasmídica relacionada con 
pPrY2001 que podría transportar el gen blaNDM-1. Sin embargo, en este estudio, se ha 
identificado esta región pPrY-like sin este gen de resistencia (aislamientos P. rettgeri de 
México), por lo que no se puede descartar que esta muestra presente un plásmido 
adicional con blaNDM-1 no relacionado a ninguno de los plásmidos encontrados en este 
estudio, ni con los plásmidos NDM-positivos reportados previamente (Figura 2-3). La 
muestra 16Pre47, mapea únicamente sobre la región central del plásmido p16Pre36-NDM, 
lo que sugiere que este aislamiento presenta una variante más pequeña de dicho plásmido, 
que probablemente está relacionada con los plásmidos IncA/C2, ya que contiene la región 
Tra1 de este tipo de plásmidos. Curiosamente, la cepa transconjugante E. coli C16-36, 
obtenida usando como donante la cepa 16Pre36, que se supone, debería tener el mismo 
plásmido p16Pre36-NDM, presenta un perfil de mapeo similar al del aislamiento 16Pre47, 
cubriendo solo la región central de dicho plásmido. Lo que muestra que este plásmido 
puede ser conjugado parcialmente, como probablemente sucedió en el aislamiento clínico 
16Pre47. 
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Figura 2-12. Presencia de los plásmidos NDM-positivos en los aislamientos clínicos y cepas transconjugantes (muestras 
cuyo nombre empieza por C). La secuencia completa concatenada de los plásmidos p6234-178kb, p16Pre36-NDM, pRB151-
NDM, p06-1619-NDM, p06-1619-2, pPrY2001 y pNDM-BJ01 se muestra en el eje x. Los bloques negros indican la presencia 
(>90% de identidad nucleotídica) de una ventana de 300 pb de la secuencia referencia (eje-x) en las librerías de Miseq para 
cada aislamiento (eje-y). Las barras horizontales verdes, naranjas y azules, representan las regiones pPrY-like, Tra1 y el 
Tn125 (o sus remanentes), respectivamente. Las barras verticales corresponden a: gris para las K. pneumoniae de Bogotá, 
rojo para las P. rettgeri de Bogotá, azul para las P. rettgeri de Bucaramanga, verde para las P. rettgeri de México y morado 
para el A.baumannii de Cali. Fueron incluidas librerías simuladas para los plásmidos de referencia como control interno. 
En los cinco aislamientos de P. rettgeri obtenidos en Bucaramanga y sus dos E. coli 
transconjugantes (CRB151 y CRB152), se observó un perfil de mapeo homogéneo sobre 
la secuencia completa del plásmido pRB151-NDM. Lo que muestra que en esta población 
está circulando únicamente este tipo de plásmido (Figura 2-12). La secuencia del plásmido 
pRB151-NDM fue obtenida mediante secuenciación del genoma completo del aislamiento 
RB151 [123], y en el análisis del genoma de este aislamiento solo se identificó un único 
plásmido (Tabla 2-5) [123], sin embargo, cuatro de los cinco aislamientos de Bucaramanga 
(RB110, RB111, RB151 y RB153) mostraron un perfil de mapeo amplio sobre la secuencia 
del plásmido p16Pre36-NDM, que comprende las regiones Tra-Pre y Tra1, relacionadas a 
los plásmidos pPrY-like e IncA/C2, respectivamente. Un análisis del cromosoma del 
aislamiento clínico RB151 reveló que dicha muestra presenta una isla genómica de 227 kb 
con alto grado de identidad con el plásmido p16Pre36-NDM, la cual está flanqueada por 
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un repetido directo de 14.6 kb (99% de identidad nucleotídica) (Figura 2-13). Esta inserción 
cromosomal fue confirmada también por medio de PCR (Figura 2-13). 
 
Figura 2-13. Inserción cromosomal en la muestra RB151 de una isla genómica de 227 kb altamente relacionada con los 
plásmidos p16Pre36-NDM y pPrY2001, que contiene las regiones pPrY-like y Tra1. Se muestran en rojo tres copias de una 
secuencia repetida de 14.6 kb que codifica una integrasa putativa de un fago y también un integrón con genes de resistencia 
para trimetoprim y eritromicina. Esta secuencia repetida se encuentra flanqueando la isla genómica en el cromosoma de 
RB151 y también se encuentra una sola copia en el plásmido p16Pre36-NDM. El punto de inicio de las secuencias de los 
plásmidos pPrY-like (p16Pre36-NDM y p06-1619-2) fue desplazado para facilitar la comparación con el cromosoma (A). Esta 
inserción cromosomal fue verificada por PCR (Rxn 3-8) usando ADN total (B). 
Las lecturas de Miseq permitieron también confirmar que los tres aislamientos de P. rettgeri 
de México presentan los dos plásmidos identificados en la cepa 06-1619 (p06-1619-NDM 
y p06-1619-2) y adicionalmente la cepa transconjugante C06-1623 solo presenta el 
plásmido el p06-1619-NDM, confirmando la circulación de un plásmido de la familia pNDM-
BJ01-like en los aislamientos de P. rettgeri mexicanos. 
En resumen, 12 de los 14 aislamientos de P. rettgeri analizados de Colombia (Bogotá y 
Bucaramanga) y México, presentaron la región asociada a la transferencia conjugativa Tra-
Pre (Figura 2-12 y Figura 2-6). Esta región fue identificada por primera vez en un 
aislamiento NDM-positivo de P. rettgeri de Canadá en 2010 y recientemente fue reportado 
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el genoma parcial de un aislamiento de P. rettgeri NDM-positivo de Israel [149], también 
con esta secuencia (Figura 2-6, cepa H1736). Sin embargo, en el genoma parcial de la 
cepa H1736 no fue posible establecer si el gen blaNDM-1 se encuentra en una estructura 
plasmídica similar a los plásmidos pPrY-like como sucedió en las muestras de P. rettgeri 
de Canadá y Bogotá o si se encuentra a nivel cromosomal como sucedió con las de P. 
rettgeri de Bucaramanga. Estos resultados en conjunto muestran un nexo genético (pPrY-
like) entre aislamientos NDM-positivos de P. rettgeri de localizaciones geográficas muy 
distantes (Canadá, Colombia, Israel y México) y no relacionados epidemiológicamente. 
2.3 Discusión 
Para determinar en los plásmidos y bacterias hospedadoras colombianas y mexicanas los 
elementos genéticos posiblemente relacionados con la diseminación del gen blaNDM-1, en 
este estudio se realizó un abordaje genómico mediante el uso de técnicas de 
secuenciación de nueva generación, con el fin de generar una panorámica de alta 
resolución del proceso de diseminación de este gen de resistencia en Latinoamérica. Los 
resultados encontrados muestran hallazgos interesantes acerca de esta ruta de 
propagación que resaltan el papel de la interacción entre bacterias Acinetobacter spp. y 
bacterias del genero Enterobacteriaceae como primera asociación en el proceso de 
diseminación de este gen de resistencia. En Acinetobacter spp. es frecuente encontrar el 
gen blaNDM-1 en plásmidos pNDM-BJ01-like, los cuales se han reportado en varias regiones 
del mundo [140, 167] incluyendo Latinoamérica, donde se han registrado algunas variantes 
de esta familia o aislamientos clínicos con blaNDM-1 localizado en entornos genómicos que 
sugieren la presencia de este tipo de plásmidos [75, 146, 148, 168-170]. Aportando en este 
sentido, en este trabajo se reporta un clon de A. baumannii aislado en Colombia que 
transporta blaNDM-1 en un plásmido pNDM-BJ01-like, estrechamente relacionado a los 
reportados en otras regiones del mundo, y al transportado por otros aislamientos de 
Acinetobacter spp. reportados en otras regiones de Colombia con linajes genéticos 
distintos entre sí. Este resultado sustenta la alta capacidad de diseminación de este 
plásmido en el mundo entre linajes genéticos distantes de especies de Acinetobacter.  Sin 
embargo, el comportamiento de la diseminación de este gen de resistencia en bacterias 
no-Acinetobacter, es muy diferente, las cuales transportan plásmidos muy diversos y con 
poca relación con los de circulación en Acinetobacter spp. Este hallazgo es interesante 
puesto que se cree que el gen blaNDM-1 fue originado en Acinetobacter spp. y 
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posteriormente transferido por algún elemento genético móvil a alguna Enterobacteriaceae 
[16]. Es altamente probable que el elemento genético responsable de la transferencia de 
blaNDM-1 desde Acinetobacter spp. a Enterobacteriaceae haya sido un plásmido pNDM-
BJ01-like, sin embargo, esta familia de plásmidos parece no tener una buena estabilidad 
en Enterobacterias, ya que, hasta la fecha solo se ha reportado un caso de una bacteria 
de esta familia transportando este plásmido [140], mientras que existen numerosos 
reportes de diversos plásmidos con muy baja relación a los de Acinetobacter spp. 
transportando dicho gen en Enterobacterias. Lo que muestra que es necesario profundizar 
en el entendimiento de los mecanismos de transferencia y diseminación de blaNDM-1 desde 
Acinetobacter spp. hacia Enterobacterias, para dar luces en el entendimiento de la 
evolución de estas estructuras plasmídicas. 
En este estudio fue identificada una segunda bacteria del genero Enterobacteriaceae 
transportando un plásmido pNDM-BJ01-like (p06-1619-NDM), una P. rettgeri proveniente 
de un brote reportado en México [26]. En esta bacteria dicho plásmido ha sufrido grandes 
modificaciones asociadas a la incorporación de un elemento genético móvil en su región 
variable. Dicho elemento genético introdujo en la secuencia del plásmido dos sistemas 
toxina-antitoxina. Estos sistemas toxina-antitoxina han sido reportados como herramientas 
importantes para el aumento de la estabilidad plasmídica, debido a que expresan una 
toxina (toxica para la bacteria hospedadora) que es muy estable y una antitoxina muy lábil, 
que se degrada fácilmente, por lo que la bacteria, no se puede deshacer fácilmente del 
plásmido. Para el caso del plásmido p06-1619-NDM, la incorporación de estos dos 
sistemas, pudo afectar su estabilidad en la bacteria hospedadora, en este caso P. rettgeri, 
forzando una fuerte dependencia, y por lo tanto evitando la transposición del Tn125 hacia 
algún plásmido más compatible en este tipo de bacterias como los pPrY-like, y su posterior 
eliminación. Otro aspecto que pudo forzar la permanencia de este plásmido pNDM-BJ01-
like en estas bacterias, es la presión selectiva medioambiental, ya que las bacterias 
provenientes de este brote, se encontraron circulando en una unidad de cuidados 
intensivos, donde es mayor el uso de antibióticos restringidos como carbapenémicos y 
cefalosporinas de tercera y cuarta generación, y adicionalmente el segundo plásmido 
transportado por estas bacterias no presenta ningún gen de resistencia que lo pueda 
favorecer en estas condiciones ambientales hostiles. 
Las bacterias del genero Providencia spp. son frecuentemente encontradas en el ambiente 
fuera de los hospitales, sin embargo, ellas también pueden actuar como patógenos 
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humanos oportunistas, principalmente asociadas a la producción de infecciones de tracto 
urinario [171] y también generando desordenes gástricos ya que son frecuentemente 
encontradas como parte de la microbiota intestinal [172]. A pesar de su capacidad de 
generar infecciones, estas bacterias no se encuentran dentro de los principales agentes 
bacterianos infecciosos, y su circulación a nivel hospitalario no es muy frecuente. No 
obstante, en los últimos años con el aumento de la circulación del gen blaNDM-1, también se 
ha visto un aumento en la frecuencia de circulación de estas bacterias en el ambiente 
hospitalario, y casi siempre asociadas a la diseminación de la resistencia a 
carbapenémicos, lo que muestra que estas bacterias están adquiriendo una ventaja 
competitiva importante asociada al transporte de este gen de resistencia [18-24, 26, 173]. 
En este estudio también se identificó a P. rettgeri como la bacteria de mayor circulación 
con el gen blaNDM-1 en Colombia, y adicionalmente la mayoría de los casos correspondieron 
a pacientes que llegaron al hospital por consulta externa, la mayoría a la unidad de 
emergencias, lo que sugiere que estos pacientes adquirieron estas bacterias NDM-
positivas en la comunidad, mostrando que en Colombia este mecanismo de resistencia a 
carbapenémicos ya está circulando en la comunidad, y que su diseminación no se debe 
únicamente a ambientes hospitalarios. A pesar de la alta relevancia que está tomando P. 
rettgeri por su capacidad de diseminación de blaNDM-1, solo hay reporte de dos plásmidos 
con este gen de resistencia en esta bacteria completamente secuenciados, los cuales 
fueron ambos reportados en Canadá. En este trabajo se reportan otros tres plásmidos 
adicionales circulando en P. rettgeri en Colombia y en México. Lo cual se espera aporte 
más información para la comprensión del papel de P. rettgeri en la diseminación de la 
resistencia antimicrobiana. 
En este estudio también se pudo establecer un nexo genético interesante entre los 
aislamientos de P. rettgeri de localizaciones geográficas muy distantes, y que inclusive 
también fue encontrado en aislamientos de P. rettgeri de otros estudios, como lo son los 
casos de Canadá e Israel [23, 149]. Este nexo genético corresponde a la circulación de 
plásmidos o islas genómicas (aislamientos de Bucaramanga) relacionadas a la estructura 
pPrY-like, reportada inicialmente en P. rettgeri en Canadá [23]. Lo que soporta la hipótesis 
de la circulación de estructuras estables entre P. rettgeri NDM-positivas, y que 
probablemente fueron originadas en esta bacteria, y posteriormente adquirieron blaNDM-1 
como el caso del plásmido pPrY2001. La circulación de estas estructuras pPrY-like con 
blaNDM-1 en P. rettgeri puede tener implicaciones importantes sobre la capacidad de 
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diseminación de este gen de resistencia, ya que estas estructuras que parecen ser 
estables en este género bacteriano pueden permitir el asentamiento de este mecanismo 
de resistencia en esta especie. 
Los plásmidos pPrY-like (que transportan la maquinaria de conjugación Tra-Pre) con 
blaNDM-1 (pPrY2001 y p16Pre36-NDM) no están relacionados a los plásmidos NDM-
positivos de Acinetobacter spp.. No obstante, es posible que la formación de estos 
plásmidos NDM-positivos pPrY-like se haya dado a través de un evento de transposición 
de la región adyacente a blaNDM-1 desde un plásmido pNDM-BJ01-like hacia el plásmido 
pPrY-like. Esta hipótesis es soportada por los resultados de los aislamientos de México, 
puesto que en ellos, se encontró de manera simultánea un plásmido pNDM-BJ01-like (p06-
1619-NDM) y un segundo plásmido pPrY-like (p06-1619-2). Sin embargo, en las cepas de 
México, este proceso de transposición seguramente fue bloqueado por la incorporación de 
un nuevo transposón corriente abajo del Tn125, que eliminó la secuencia de inserción 
ISCR21 y una copia de la ISAba125, afectando la capacidad de transposición del Tn125. 
Esta posible ruta de generación de los plásmidos pPrY-like es adicionalmente soportada 
por el hecho de que las regiones pPrY-like, fueron identificadas en 12 de los 14 
aislamientos de P. rettgeri analizados en este estudio, inclusive en aislamientos en donde 
el gen blaNDM-1 está localizado sobre plásmidos no relacionados como el caso de los 
aislamientos de Bucaramanga, lo que muestra su estabilidad en este tipo de bacterias. 
Para el caso de los aislamientos de Bucaramanga, también se observó la cocirculación de 
estructuras pPrY-like (insertas en el cromosoma) con plásmidos NDM-positivos no 
relacionados (pRB151-NDM), aunque en este caso esas estructuras pPrY-like presentaron 
mayor relación con las de circulación en los aislamientos de Bogotá, debido a la presencia 
de la región Tra1. Estos resultados resaltan una vez más el papel de los eventos de 
transposición para la generación de plásmidos NDM-positivos, que en este caso se dio 
probablemente por la migración del Tn125 desde un plásmido pPrY-like (relacionado al 
plásmido p16Pre36-NDM) hacia una estructura plasmídica novedosa, como lo es el 
plásmido pRB151-NDM, con el atenuante del desconocimiento de la capacidad de 
diseminación, estabilidad o interacción con la bacteria hospedadora de este plásmido, y de 
las implicaciones que esto pueda tener sobre la diseminación de la resistencia a 
carbapenémicos. Los resultados de este estudio resaltan el papel de los eventos de 
transposición como un aspecto relevante para la evolución de los plásmidos NDM-
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positivos, papel que ya ha sido demostrado previamente con otras estructuras plasmídicas 
NDM-positivas [90]. 
Una relación genética adicional interesante encontrada en este estudio, se dio entre los 
plásmidos de P. rettgeri (p16Pre36-NDM) y K. pneumoniae (p6234-178kb) de Bogotá, los 
cuales fueron identificados en el mismo hospital en esta ciudad. Aunque estos dos 
plásmidos no pueden ser clasificados dentro del mismo grupo de incompatibilidad, debido 
a la ausencia del gen repA en el plásmido p16Pre36-NDM, los dos comparten una región 
grande del plásmido que contiene características distintivas de los plásmidos IncA/C2, la 
región Tra1, que además también fue encontrada en todos los plásmidos IncA/C2 NDM-
positivos previamente reportados. Adicionalmente esta región también estuvo presente en 
los aislamientos de P. rettgeri de Bucaramanga, sin embargo, en este caso se encontró 
localizada en el cromosoma. Los resultados sugieren que las P. rettgeri de Colombia 
pudieron haber adquirido inicialmente alguna estructura plasmídica IncA/C2-like, y que en 
ellas se haya originado el plásmido p16Pre36-NDM, con una estructura bastante compleja, 
por medio de co-integración entre dos estructuras plasmídicas, una pPrY-like y otra 
IncA/C2-like. En este caso, la cocirculación de K. pneumoniae con plásmidos IncA/C2 y P. 
rettgeri con plásmidos pPrY-like en el mismo hospital pudo favorecer esta transferencia y 
posterior fusión de plásmidos para generar la estructura compleja que se observa en estas 
P. rettgeri. 
La diseminación de plásmidos IncA/C2-like (como el p6234-178kb y p16Pre36-NDM), en 
diferentes ciudades, especies bacterianas o linajes genéticos, es consistente con la 
tendencia de diseminación global observada para este tipo de plásmidos (recientemente 
designados como IncC [174]), los cuales son ampliamente reconocidos por su asociación 
con la diseminación de genes de multirresistencia en diferentes países y entre diferentes 
bacterias hospedadoras [175-177]. Teniendo en cuenta esto, la diseminación de plásmidos 
IncA/C2 NDM-positivos, aumenta mucho más el riesgo para la salud humana generado por 
la circulación de estos plásmidos. Por lo tanto, es importante mejorar las medidas de 
prevención y control de infecciones, tales como aislamiento de pacientes que transporten 
patógenos resistentes e higiene de manos, entre otras. Puesto que los resultados de este 
estudio sugieren que la evolución de los plásmidos NDM-positivos se da probablemente 
por eventos de transposición o co-integración entre plásmidos provenientes de bacterias 
de géneros diferentes, como es el caso de las P. rettgeri donde convergen plásmidos de 
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A. baumannii (como pNDM-BJ01) y de otras Enterobacterias (como el p16Pre36-NDM, 
IncA/C2-like). Sin embargo, no se puede descartar que esta evolución se de en otras 
Enterobacterias como K. pneumoniae o E. coli, con mayor impacto clínico, por 
transferencia directa desde A. baumannii de plásmidos pNDM-BJ01-like. En este estudio 
y en reportes previos [15, 178] se ha demostrado la capacidad de conjugación de dichos 
plásmidos hacia otras Enterobacterias, principalmente E. coli. De ahí la importancia de 
determinar la estabilidad plasmídica y costo genético por el transporte de este tipo de 
plásmidos en otro tipo de bacterias, para determinar el papel de cada especie bacteriana 
como reservorio de la resistencia. 
2.4 Conclusiones 
▪ Se estableció la circulación del plásmido pNDM-BJ01 en Acinetobacter spp. en 
diferentes linajes genéticos y en diferentes regiones de Colombia. 
▪ Se detectó la presencia de un plásmido IncA/C2 NDM-positivo estrechamente 
relacionado, y a su vez relacionado con los plásmidos IncA/C2 de circulación global, 
entre los aislamientos de Klebsiella pneumoniae de linajes genéticos diferentes e 
identificados en regiones geográficas distantes de Colombia. 
▪ Se estableció un patrón de diseminación clonal en Providencia rettgeri NDM-
positivas, con algunos clones de circulación local. 
▪ Se obtuvo la secuencia de tres nuevos plásmidos de Providencia rettgeri NDM-
positivos circulando en México y Colombia. 
▪ Fue posible establecer una relación genética (pPrY-ilke) entre aislamientos de 
Providencia rettgeri NDM-positivos identificados en regiones geográficamente 
distantes en el mundo (Canadá, México, Colombia e Israel). 
▪ Se estableció una asociación entre los plásmidos identificados en Klebsiella 
pneumoniae (región Tra1) y Acinetobacter spp. (BJ01-like), con los de circulación 
en Providencia rettgeri, que pone en evidencia el papel central de Providencia 
rettgeri en el proceso de evolución de las maquinarias de transferencia de 
información genética, involucradas en la diseminación de los mecanismos de 




3. Relación de la especie bacteriana 
hospedadora con la estabilidad y 
capacidad de diseminación de los 
plásmidos portadores del gen blaNDM-1 
La caracterización genómica de los aislamientos NDM-positivos reportados en este estudio 
permitió establecer la circulación de estructuras plasmídicas en los aislamientos de P. 
rettgeri de Colombia y México que no habían sido identificadas previamente. Las 
asociaciones entre los plásmidos reportados para esta especie permitieron también 
establecer un papel importante de P. rettgeri para la generación de estas nuevas 
estructuras plasmídicas. Puntualmente, la cocirculación de plásmidos de la familia pNDM-
BJ01-like con otras estructuras plasmídicas que probablemente son más estables en esta 
especie, como los plásmidos pPrY-like, y que pueden ser un paso previo para la evolución 
de los plásmidos NDM-positivos, abre un gran número de preguntas acerca de la 
interacción de estos plásmidos con las bacterias que los albergan. 
En particular los plásmidos pNDM-BJ01-like debido a su baja circulación en 
Enterobacterias, parecen no tener una muy buena afinidad con este tipo de 
microorganismos, sin embargo, su transferencia es un paso clave para la formación de las 
nuevas estructuras plasmídicas, en las etapas tempranas de la diseminación del gen 
blaNDM-1 cuando este gen es adquirido desde Acinetobacter. Dicha afinidad o estabilidad 
de un plásmido en la bacteria que lo alberga, es un proceso clave para asegurar su 
permanencia y por lo tanto tiene implicaciones importantes sobre su capacidad de 
diseminación. 
Aunque los plásmidos en muchos casos confieren a la bacteria ventajas adaptativas ante 
condiciones hostiles, como es el caso de la resistencia a antibióticos de amplio espectro, 
que favorece la supervivencia de la bacteria en los hospitales, la expresión de una gran 
variedad de proteínas y la replicación del plásmido pueden generar una gran carga 
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metabólica sobre la bacteria hospedadora [179], por lo que sin presión selectiva un 
plásmido podría ser rápidamente eliminado de la población bacteriana. 
En los plásmidos de alto número de copias, su permanencia es garantizada por un proceso 
aleatorio de separación donde la gran cantidad de copias del plásmido, aumentan la 
probabilidad de permanencia en la progenie [179]. En estos plásmidos los sistemas de 
resolución de multímeros, que usan recombinación sitio-especifica, cobran mayor 
importancia para garantizar la liberación de las copias del plásmido y su separación 
adecuada [180]. Los plásmidos pNDM-BJ01-like presentan un gen para una resolvasa 
putativa (res) que puede ayudar para la resolución de multímeros (Figura 3-1). 
Los plásmidos de bajo número de copias, presentan diferentes estrategias para asegurar 
su permanencia de una manera independiente de la presión selectiva. Dentro de ese 
arsenal de herramientas están los sistemas de control de número de copias, sistemas de 
restricción-modificación y metilasas-antirrestricción. Adicionalmente cuentan con sistemas 
que confieren la habilidad de realizar una segregación adecuada del plásmido 
independientemente del bajo número de copias. La segregación consiste en asegurar la 
presencia de al menos una copia del plásmido en las células hijas después de la división 
celular, lo cual garantiza una transmisión exitosa del plásmido, y por ende la permanencia 
de este a lo largo de la propagación bacteriana, a pesar de no tener la presión selectiva. 
Los sistemas de partición o segregación, son sistemas tripartita, conformados por dos 
proteínas que actúan en trans y una secuencia de ADN en cis. Las proteínas son: una 
NTPasa y una proteína adaptadora que se une al ADN y a la NTPasa, por medio de la 
secuencia en cis que actúa como centrómero y es reconocida por la proteína adaptadora 
[181]. Este sistema genera un complejo multimérico que separa las dos copias del 
plásmido durante la división celular [181]. En el sistema de partición tipo I, el gen parB 
codifica la proteína adaptadora (ParB) que se une a la región parS (que actúa como 
centrómero), y el gen parA codifica una ATPasa (ParA) que da la fuerza motora para la 
separación de las dos copias del plásmido por unión a ParB [181]. Los plásmidos pNDM-
BJ01-like codifican un sistema de partición tipo I putativo, con genes parA y parB, 
separados por el sistema de secreción tipo IV (Figura 3-1), sin embargo. La secuencia 
parS, no ha sido identificada, aunque presenta una secuencia putativa (21389-21373 pb: 
5’-TGTTTTACTTCAGGATT-3’), similar (76.5% de identidad) a la secuencia parS1 (5’-
TGTTTTAGTTAAAGATC-3’) del sistema de segregación cromosomal de Helicobacter 
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pylori [182], que esta corriente abajo, adyacente al gen parB, como se ha reportado para 
la variante “a” del sistema de partición tipo I [181, 183]. En la versión de P. rettgeri del 
plásmido pNDM-BJ01-like identificado en los aislamientos de México (p06-1619-NDM), 
este sistema putativo de segregación tipo Ia, se encuentra afectado por la inserción del 
Tn6368 (Figura 3-1). El gen parB y la secuencia putativa parS están delecionados, por lo 
que es posible que esta versión del plásmido presente alguna afectación sobre su 
capacidad de segregación y por lo tanto sobre su estabilidad plasmídica. 
 
Figura 3-1. Maquinaria asociada a la persistencia de los plásmidos pNDM-BJ01-like. Se observan los genes parA (rojo) y 
parB (azul) que codifican para la ATPasa y para la proteína adaptadora, respectivamente, del sistema putativo de 
segregación tipo Ia. Se muestra la secuencia putativa parS, reconocida por la proteína ParB, que forma un puente con la 
proteína ParA. Los plásmidos pNDM-BJ01 presentan también un gen putativo para una resolvasa que puede favorecer la 
resolución de multímetros. La incorporación de un elemento genético móvil en el plásmido p06-1619-NDM genera la deleción 
de parB, parS y res, e incorpora dos sistemas toxina-antitoxina tipo II (TA). 
Otra táctica usada por los plásmidos para asegurar su permanencia, son los sistemas de 
muerte post-segregacional o sistemas toxina-antitoxina (TA). Estos sistemas expresan una 
toxina (tóxica para la bacteria hospedadora) que es muy estable y una antitoxina muy lábil, 
que se degrada fácilmente, por lo que la bacteria, no se puede deshacer fácilmente del 
plásmido y si lo logra, pone en riesgo su viabilidad por acción de la toxina estable que 
perdura aun después de la desaparición del plásmido (muerte post-segregacional) [184]. 
El plásmido p06-1619-NDM, gracias a la incorporación del Tn6368 presenta dos sistemas 
putativos TA, que no tienen los otros plásmidos de la familia pNDM-BJ01-like (Figura 3-1). 
Los operones putativos parED y relEB presentes en este plásmido, codifican los dos 
sistemas TA tipo II (el tipo más estudiado en la naturaleza [185]). En estos dos sistemas 
los genes parE y relE codifican dos toxinas estables, que inhiben los procesos de 
transcripción (y replicación) y traducción, respectivamente, mientras que los genes parD y 
relB codifican dos proteínas lábiles que se unen establemente a las proteínas ParE y RelE, 
bloqueando su acción toxica [186, 187]. 
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Puesto que los plásmidos pNDM-BJ01-like encontrados en este estudio (pNDM-BJ01 y 
p06-1619-NDM) presentan diferencias significativas en la maquinaria asociada a la 
persistencia del plásmido, como sistemas de resolución de multímeros, sistemas TA o 
sistemas de partición, se evaluó la estabilidad de dichos plásmidos en diferentes especies 
hospedadoras, con el fin de determinar si las diferencias encontradas afectaron la 
capacidad de permanencia de los plásmidos en las diferentes bacterias. Lo cual aporta 
información acerca de la capacidad de propagación de los plásmidos encontrados en 
Colombia y México, que puede contribuir al esclarecimiento de la ruta más favorable de 
diseminación que ha conducido a la evolución de los plásmidos NDM-positivos 
encontrados en este estudio. Así mismo la información de la estabilidad plasmídica es útil 
para determinar con que bacterias estos plásmidos presentan mayor afinidad y que por lo 
tanto pueden llegar a tener mayor impacto clínico como reservorio de la resistencia. 
3.1 Materiales y métodos 
En este capítulo se realizó un abordaje microbiológico y molecular para determinar la 
estabilidad y costo metabólico asociado al transporte de los plásmidos pNDM-BJ01 y p06-
1619-NDM portadores del gen blaNDM-1 en diferentes especies bacterianas. Analizar la 
estabilidad de los plásmidos pNDM-BJ01-like en hospederos diferentes a Acinetobacter 
spp. (donde se encuentra frecuentemente) puede dar luces para el entendimiento de la 
diseminación de blaNDM-1, ya que se cree que su transferencia desde Acinetobacter spp. a 
otras especies es el primer paso en la ruta de diseminación de este mecanismo de 
resistencia. 
3.1.1 Cepas usadas para el análisis de la estabilidad plasmídica 
Se analizó la estabilidad del plásmido pNDM-BJ01, por lo que fueron incluidas las cepas 
19Aba78 (A. baumannii) y su transconjugante C19-78 (E. coli), con el fin de determinar si 
existen diferencias en la estabilidad de este plásmido cuando es transportado en A. 
baumannii o E. coli. También se analizó la estabilidad del plásmido p06-1619-NDM, por lo 
que se incluyó la cepa 06-1619 (P. rettgeri) y su transconjugante C06-1619 (E. coli), para 
determinar si existen diferencias en la estabilidad de este plásmido cuando es transportado 
en P. rettgeri o E. coli. Las dos cepas transconjugantes (C19-78 y C06-1619) fueron 
obtenidas usando como cepa receptora la E. coli J53, por lo que la comparación de los 
resultados de estas dos transconjugantes permitió determinar las diferencias en la 
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estabilidad y costo metabólico generados por la inserción del Tn6368 sobre el plásmido 
pNDM-BJ01, siendo la única diferencia en estas dos transconjugantes. Las características 
generales de las cepas incluidas en los estudios de estabilidad plasmídica y costo 
metabólico son resumidas en la Tabla 3-1. 
Tabla 3-1. Cepas utilizadas para los análisis de estabilidad plasmídica y costo metabólico de los plásmidos pNDM-BJ01 y 
p06-1619-NDM. 
Cepa Especie Características Plásmido NDM-positivo Referencia 
19Aba78 A. baumannii 
Aislamiento clínico NDM-positivo obtenido en 
Cali, Colombia 
pNDM-BJ01 Este estudio 
D19Aba78 A. baumannii 
Derivada de 19Aba78, con confirmación 
fenotípica y molecular de la depuración del gen 
blaNDM-1 y del plásmido pNDM-BJ01 
No tiene Este estudio 
06-1619 P. rettgeri 
Aislamiento clínico NDM-positivo aislado en 
Monterrey, México 
p06-1619-NDM [26] 
J53 E. coli Cepa de referencia derivada de la cepa K12 No tiene  [138] 
C19-78 E. coli Derivada de J53, blaNDM-1 positiva. pNDM-BJ01 Este estudio 
C06-1619 E. coli Derivada de J53, blaNDM-1 positiva. p06-1619-NDM Este estudio 
3.1.2 Condiciones de cultivo para la determinación de la 
estabilidad plasmídica 
Para la determinación de la estabilidad plasmídica en diferentes bacterias hospedadoras 
se utilizó el protocolo descrito por Sandegren y colaboradores y De Gelder y colaboradores 
[188, 189], con algunas modificaciones. Básicamente, se partió de un cultivo bacteriano 
con una densidad óptica a 600 nm (OD600) de 0.020, en medio BHI (Brain Heart Infusion) 
liquido suplementado con ceftazidima (CAZ a 30µg/mL), generando una presión selectiva 
para garantizar como punto de partida que el 100% de la población bacteriana presentara 
el plásmido. Después de 12 horas de incubación a 37°C, con agitación constante a 200 
revoluciones por minuto (rpm), este cultivo bacteriano fue centrifugado a 6000 rpm durante 
siete minutos, y posteriormente el medio con antibiótico fue removido. Las bacterias 
cosechadas fueron lavadas dos veces con solución salina (NaCl al 0.89%p/v) y 
resuspendidas en el mismo volumen inicial de medio BHI, sin antibiótico para eliminar la 
presión selectiva. Se tomó una alícuota de este cultivo bacteriano para la cuantificación 
relativa de ADN plasmídico en el tiempo cero. Adicionalmente, a partir de este cultivo 
(tiempo cero) se realizó una dilución 1:1000 en medio BHI sin antibiótico y se incubó de 
nuevo por 12 horas a 37°C, con agitación constante. Después de 12 horas de incubación 
se tomó otra alícuota y se realizó una nueva dilución 1:1000 para garantizar un continuo 
crecimiento de las bacterias. Este proceso se realizó cada 12 horas durante 30 días para 
cada cepa y fueron tomadas alícuotas diarias del cultivo y almacenadas en medio con 
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glicerol a -80°C, para determinar la estabilidad plasmídica en cada punto (Figura 3-2). Los 
ensayos de estabilidad del plásmido se realizaron sobre las cepas nativas portadoras de 
los plásmidos (19Aba78 y 06-1619), y sobre sus cepas E. coli transconjugantes (C19-78 y 
C06-1619), para evaluar la estabilidad en diferentes especies bacterianas. La presencia 
de los plásmidos pNDM-BJ01 y p06-1619-NDM fue confirmada en las cepas donantes y 
transconjugantes por medio de secuenciación de sus genomas (librerías de Miseq, ver 
capítulo 2). 
 
Figura 3-2. Estrategia usada para la determinación de la estabilidad plasmídica. A) En el día cero las bacterias son 
cosechadas en medio con presión selectiva (antibiótico), posteriormente la presión selectiva es removida y se mantiene el 
cultivo realizando diluciones 1:1000 cada 12 horas. El proceso se realizó por 30 días. Las bacterias con plásmido se muestran 
como puntos rojos y las bacterias que pierden el plásmido se muestran como puntos negros. B) La cantidad relativa de los 
plásmidos pNDM-BJ01 y p06-1619-NDM fue cuantificada por qPCR usando los oligonucleótidos que se marcan como 
triángulos rojos y negros debajo de cada secuencia (ver Tabla 3-2). 
Para las cepas donantes 19Aba78 y 06-1619, se realizaron pases diarios por agotamiento 
en agar BHI sin presión selectiva. Diariamente 20 colonias obtenidas fueron sembradas en 
medio sin y con antibiótico (CAZ 30µg/mL). Después de 10 pases en agar BHI para la cepa 
19Aba78, fue posible recuperar un aislamiento sin el fenotipo de resistencia, al cual se le 
confirmo la ausencia del plásmido pNDM-BJ01 y del gen blaNDM-1 por PCR, este aislamiento 
fue nombrado D19Aba78 (Tabla 3-1). Sin embargo, para la cepa 06-1619 no fue posible 
obtener un aislamiento sin el fenotipo de resistencia después de más de 60 pases diarios 
en agar BHI sin antibiótico. 
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3.1.3 PCR convencional y en tiempo real para la cuantificación de 
la estabilidad plasmídica 
La estabilidad plasmídica fue cuantificada por medio de PCR convencional y en tiempo 
real (qPCR). Para tal fin se diseñó una estrategia de cuantificación relativa del ADN 
plasmídico (ADNp) con respecto al ADN cromosomal (ADNcr), asumiendo que la cantidad 
de ADNcr debe ser constante, mientras que la de ADNp puede variar durante el desarrollo 
del cultivo continúo, dependiendo de la estabilidad de cada plásmido (Figura 3-2). Para tal 
fin fueron diseñados oligonucleótidos específicos, especiales para qPCR, para la detección 
de ADNcr y la detección de ADNp, para cada una de las bacterias a analizar, usando la 
herramienta Primer-BLAST [190]. Los parámetros tenidos en cuenta fueron: tamaño del 
oligonucleótido (18-24 pb), temperatura de fusión de los oligonucleótidos (~60°C) y tamaño 
del amplicón (80-150 pb), siguiendo las recomendaciones de Thornton y colaboradores 
[191] para el diseño de oligonucleótidos para PCR en tiempo real usando SYBR Green 
como generador de fluorescencia. Se diseñaron los oligonucleótidos que se muestran en 
la Tabla 3-2. 














GCCCCCTTCAAGCTGAATTA 20 57.86 
133 
Este estudio 




ACAGCACTTGGCTGTGGTAT 20 59.60 
91 
Este estudio 




TACCGACGAAAACGGCAAGA 20 59.97 
119 
Este estudio 
CGGTGATATCGTCCACCCAG 20 59.97 Este estudio 
blaNDM-1 Plásmido 
TTGGCCTTGCTGTCCTTG 18 59,33 
81 
[192] 
ACACCAGTGACAATATCACCG 21 56,80 [192] 
p06-1619-NDM Plásmido 
GGCTCTTGCCCTCCAGATAGA 21 61,04 
112 
Este estudio 
TGGCTGCGTAAATACCCCA 19 59.01 Este estudio 
pNDM-BJ01 Plásmido 
GGCTCTTGCCCTCCAGATAGA 21 61.04 
125 
Este estudio 
TGAAACGATCATGCTGTGCC 20 59.20 Este estudio 
Para la extracción del ADN total de los cultivos bacterianos se utilizó el kit comercial 
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), siguiendo las recomendaciones del 
fabricante para bacterias Gram-negativas. Después del proceso de purificación el ADN fue 
resuspendido en agua y cuantificado por triplicado espectrofotométricamente usando el 
equipo NanoDrop® (ND-1000 Spectrophotometer). Las relaciones de la absorbancia a 
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longitudes de onda de 260 nm, 280 nm y 230 nm fueron usadas para determinar la calidad 
de los extractos. Con el promedio de las concentraciones para cada extracto se prepararon 
diluciones a una concentración final de 20 ng/µL, las cuales fueron usadas posteriormente 
en las reacciones de PCR. El ADN fue almacenado a -20°C hasta su uso. 
Para la estandarización de las condiciones de temperatura en la reacción de PCR, fueron 
evaluadas diferentes temperaturas de anillamiento para cada pareja de oligonucleótidos, 
en el equipo T100TM Thermal Cycler (BIO RAD) usando el siguiente perfil de análisis: 95°C 
de denaturación inicial por tres minutos, seguido de 30 ciclos de amplificación que 
comprendieron un paso  de denaturación a 95°C (por 20 segundos), anillamiento a 
diferentes temperaturas (por 30 segundos), y extensión a 72°C (por 30 segundos); 
finalmente el proceso terminó con un paso de elongación a 72°C por cinco minutos. Los 
productos de PCR fueron separados en geles de agarosa al 1.8% p/v y visualizados con 
bromuro de etidio (10 mg/mL). 
Para la cuantificación relativa de ADNp por qPCR se utilizó el kit comercial Platinum® 
SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Thermo Fisher), siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. Se utilizaron 20 ng de ADN total para la cuantificación de ADNcr y ADNp, 
usando los oligonucleótidos de la Tabla 3-2 a una concentración final de 0.2µM y las 
condiciones de ciclado establecidas para la PCR convencional, con la diferencia de que 
para qPCR se desarrollaron 40 ciclos de amplificación, la extensión se realizó a 70°C y no 
se realizó un paso de elongación final. Todos los experimentos de cuantificación fueron 
desarrollados por triplicado sobre dos replicas experimentales. Se utilizó el valor del ciclo 
umbral de amplificación (Ct, por su nombre en inglés) de los marcadores de ADNcr (genes 
de única copia dnaA, gyrB y uidA, para P. rettgeri, A. baumannii y E. coli, respectivamente) 
y de ADNp (pNDM-BJ01 y p06-1619-NDM) para realizar la cuantificación relativa usando 
el método de doble delta Ct (ΔΔCt) [193, 194]. Los valores de Ct y las eficiencias de 
amplificación individuales fueron obtenidas usando el programa LinRegPCR [195]. Para la 
construcción de las curvas de estabilidad se realizó la cuantificación relativa del ADNp en 
diferentes tiempos del cultivo continuo (Figura 3-2), y se normalizó contra el valor 
determinado para el día cero. Es decir, la cantidad relativa de ADNp se expresó como el 
porcentaje de ADNp en el día N con respecto a la cantidad determinada en el día cero de 
incubación. 
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3.1.4 Evaluación del costo metabólico asociado al transporte de 
los plásmidos 
El costo metabólico (conocido en inglés como fitness cost [196]) asociado al transporte de 
los plásmidos pNDM-BJ01 y p06-1619-NDM fue evaluado en las muestras 19Aba78, C19-
78 y C06-1619, por comparación de sus curvas de crecimiento con las de las cepas 
D19Aba78 (A. baumannii) y J53 (E. coli), que presentan el mismo background genético, 
con la única diferencia asociada a la ausencia de los plásmidos NDM-positivos (Tabla 3-1). 
Para la determinación de las curvas de crecimiento con todas las cepas, se partió de un 
cultivo por agotamiento en agar BHI. De este cultivo se tomaron diez colonias 
independientes y con estas fueron preparadas diez suspensiones bacterianas diferentes 
en solución salina (0.89% p/v) para cada muestra (Tabla 3-1), con una turbidez de 0.5 en 
la escala de McFarland. Las curvas de crecimiento fueron determinadas usando el equipo 
automatizado Bioscreen C (Growth Curves USA). Para esto se utilizaron las microplacas 
especiales para este equipo, y en cada pozo se sembraron 270 µL de medio líquido BHI y 
30 µL de cada suspensión bacteriana. El sistema Bioscreen C permitió la incubación, 
agitación y lectura de la OD600 para cada microcultivo bacteriano, a 37°C, 200 rpm, y 
monitoreando el crecimiento en intervalos de una hora por 24 horas. De esta manera se 
contó con diez réplicas de la curva de crecimiento para cada una de las muestras incluidas 
en el análisis. 
Las curvas de crecimiento obtenidas (todas con forma sigmoidea), fueron ajustadas al 
modelo logístico de Zwietering y colaboradores [197] por medio del paquete bioinformático 
PMAnalyzer v2.0 [198, 199]. Se tuvieron en cuenta los siguientes parámetros reportados 
por el programa: 
▪ Tiempo en horas (h) 
▪ y0 (OD600): densidad óptica de inicio. 
▪ λ (h): duración de la fase de latencia (reportada como lag). 
▪ μ (OD600×h-1): máxima tasa de crecimiento (reportada como maxgrowth). 
▪ A (OD600): asíntota de la curva de crecimiento, que representa la capacidad máxima 
de población para las condiciones de cultivo (reportada como asymptote). 
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▪ Nivel de crecimiento generalizado (OD600): dado que el nivel de crecimiento para 
cada muestra puede variar de manera independiente en los tiempos de latencia, 
máximas tasas de crecimiento y asíntotas, se reporta un nivel de crecimiento 
generalizado para cada curva (reportado como growthlevel), adaptando el modelo 
logístico con el valor de la asíntota [198, 199]. Este valor se usa para cuantificar el 
crecimiento en general de cada muestra en cada curva (valores <0,35 son 
asumidos como un negativo de crecimiento). 
▪ Nivel de crecimiento normalizado (adimensional): es similar al nivel de crecimiento 
generalizado pero su valor es normalizado de 0 a 1 (se reporta como glslcaled). 
▪ r (h-1): tasa de crecimiento exponencial (reportado como r). 
▪ Área bajo la curva cruda (OD600×h): área bajo la curva calculada con los datos 
crudos (reportada como auc_raw). 
▪ Área bajo la curva desplazada (OD600×h): área bajo la curva calculada con los 
datos crudos substrayendo el valor del área en el punto de inicio (reportada como 
auc_rshift). 
▪ Área bajo la curva ajustada al modelo logístico (OD600×h): área bajo la curva de 
los datos ajustados al modelo logístico (reportada como auc_log). 
▪ Área bajo la curva ajustada al modelo logístico desplazada (OD600×h): área bajo 
la curva de los datos logísticos substrayendo el valor del área en el punto de inicio 
(reportada como auc_lshift). 
▪ Error cuadrático medio = error cuadrático medio de los datos ajustados al modelo 
logístico contra los datos reales, es un indicador de que tanto ajustan los datos 
obtenidos al modelo logístico (reportado como err_mse). 
Los parámetros de crecimiento en las cepas analizadas fueron comparados por medio de 
la prueba t para medias de dos muestras emparejadas y se reportaron los valores-p para 
dos colas dentro de un intervalo de confianza del 95%. 
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3.2 Resultados 
3.2.1 PCR para la detección de ADN cromosomal y plasmídico 
Para la cuantificación de la estabilidad plasmídica se diseñó una estrategia basada en la 
detección de ADNp y ADNcr por PCR a partir de extractos de ADN total de los cultivos 
bacterianos. Inicialmente se estandarizó la temperatura de hibridación (TH) para cada 
pareja de oligonucleótidos, probando temperaturas desde 56°C hasta 65°C (Figura 3-3). 
En este ensayo se encontró que para todas las reacciones era evidente la amplificación 
del producto deseado hasta 65°C, sin formación de dímeros de los oligonucleótidos o 
generación de bandas inespecíficas. Teniendo en cuenta que los valores más altos de 
temperatura favorecen la especificidad y disminuyen la formación de productos 











Figura 3-3. Estandarización de la 
temperatura de hibridación (TH) de 
los oligonucleótidos usados para 
cuantificación de ADNp y ADNcr 
por PCR convencional. Los genes 
dnaA, gyrB y uidA, son genes 
cromosomales de única copia de P. 
rettgeri, A. baumannii y E. coli, 
respectivamente. Para la detección 
de los plásmidos pNDM-BJ01 y 
p06-1619-NDM se utilizaron los 
oligonucleótidos descritos en la 
Figura 3-2. 
También se verificó la especificidad de los oligonucleótidos diseñados con las muestras 
analizadas en el estudio (Figura 3-4). El gen gyrB, específico para A. baumannii, solo 
presentó amplificación con las muestras 19Aba78 y D19Aba78, correspondiendo ambas a 
esta especie. De igual manera el gen dnaA, específico para P. rettgeri generó amplificación 
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únicamente con la muestra 06-1619. Las muestras transconjugantes C19-78 y C06-1619 
fueron las únicas en amplificar el gen uidA, específico de E. coli. Adicionalmente se pudo 
confirmar que solo las muestras positivas para los plásmidos pNDM-BJ01 y p06-1619-NDM 
presentaron amplificación para su respectivo plásmido. Estos resultados confirman la 
especificidad de los oligonucleótidos diseñados y adicionalmente, se muestra que no existe 
reacción cruzada entre el ADNp y ADNcr para las cepas incluidas en el análisis. 
 
Figura 3-4. Evaluación de la especificidad de los oligonucleótidos para la detección de ADNcr y ADNp en las muestras 
incluidas en el análisis. Los genes dnaA, gyrB y uidA, son genes cromosomales de única copia de P. rettgeri, A. baumannii 
y E. coli, respectivamente. 
Teniendo en cuenta las condiciones estandarizadas para la PCR convencional se verificó 
la utilidad de los oligonucleótidos para la detección por qPCR de ADNp y ADNcr. Para tal 
fin se prepararon muestras simuladas con diferentes cantidades de ADNp y ADNcr, usando 
un extracto de ADN total de la cepa con y sin plásmido, para preparar mezclas con 
diferentes proporciones de ADNp (Figura 3-5A). La Figura 3-5B muestra el perfil de 
amplificación de las mezclas preparadas usando las muestras 19Aba78 (positiva para el 
plásmido pNDM-BJ01) y D19Aba78 (sin plásmido), en donde se pudo observar que las 
curvas de amplificación para el gen gyrB (marcador de ADNcr), presentan todas valores 
de Ct cercanos al ciclo 15 (excepto la muestra S5). Mientras que las curvas de 
amplificación para el plásmido pNDM-BJ01 presentan valores de Ct que van aumentando 
hasta llegar a la muestra S5 que no presenta amplificación para este plásmido (en esta 
muestra se asumió un valor de Ct de 40 para los cálculos de cuantificación relativa). La 
especificidad de la detección de cada gen fue evaluada por medio de la derivada negativa 
de la curva de fusión del fragmento amplificado (Figura 3-5C). En todos los casos se 
observó un único pico a la temperatura de fusión esperada para cada fragmento, 
sugiriendo que la detección por qPCR es específica (Figura 3-5C). 
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Figura 3-5. Estandarización de la qPCR para la cuantificación de ADNp en muestras de ADN total. A) Se prepararon 
muestras simuladas mezclando diferentes proporciones de un extracto total de la cepa 19Aba78 (positiva para el plásmido 
pNDM-BJ01) y de la cepa D19Aba78 (sin plásmido), ambas a una concentración de 80 ng/µL, para obtener una 
concentración final en la mezcla de 20 ng/µL. B) Usando 20 ng de cada mezcla se realizó la qPCR para la detección del gen 
gyrB (específico para ADNcr de A. baumannii) y del plásmido pNDM-BJ01. C) Derivada de la curva de amplificación en 
tiempo real. D) A partir de los datos de Ct para cada muestra se realizó la cuantificación relativa de ADNp (pNDM-BJ01) 
conrespecto a ADNcr usando el método ΔΔCt. 
Usando los datos de Ct de las curvas de amplificación se realizó la cuantificación relativa 
del ADNp (en este caso de pNDM-BJ01) por el método ΔΔCt, usando como gen calibrador 
gyrB (para el caso de A. baumannii) y normalizando contra la muestra S1 (Figura 3-5D). 
Las muestras preparadas (Figura 3-5A) simulan extractos de cultivos en donde se pierde 
el ADNp, por lo que la curva de cuantificación relativa de ADNp correlaciona con el 
resultado esperado, observando una disminución de la detección de ADNp, hasta llegar a 
un valor de cero para la muestra S5, en donde no se adiciono ADNp. Estos resultados en 
conjunto validan la utilidad de los oligonucleótidos diseñados para la cuantificación de la 
estabilidad plasmídica en los cultivos bacterianos por PCR en tiempo real. 
3.2.2 Estabilidad de los plásmidos pNDM-BJ01 y p06-1619-NDM 
Como se mencionó anteriormente, en este estudio se identificó en la P. rettgeri 06-1619 el 
plásmido p06-1619-NDM (pNDM-BJ01-like) con una inserción corriente abajo del gen 
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blaNDM-1, que trunca el Tn125 y deleciona los sistemas de partición y adicionalmente inserta 
dos sistemas toxina-antitoxina, que pueden afectar la estabilidad de este plásmido. Por 
estos motivos, se decidió investigar la estabilidad de este plásmido p06-1619-NDM en 
diferentes hospederos y compararla con la estabilidad del plásmido pNDM-BJ01. Para 
determinar y comparar la estabilidad de estos dos plásmidos, se partió de cultivos 
continuos sin presión selectiva y diariamente fueron tomadas alícuotas de cada cultivo para 
extracción de ADN total. En los extractos de ADN total fue determinada la cantidad de 
ADNcr y ADNp por PCR convencional y PCR en tiempo real (qPCR). 
 
Figura 3-6. Determinación de ADN plasmídico y cromosomal por PCR convencional para las muestras 19Aba78 (A) y C19-
78 (B), después de 28 días de cultivo continuo en medio sin presión selectiva. Para todos los ensayos de PCR se utilizó la 
misma cantidad de extracto de ADN total (20 ng). 
Los resultados muestran que el plásmido pNDM-BJ01 presenta mayor estabilidad en E. 
coli (Figura 3-6), donde permaneció por más de 28 días de cultivo, en comparación con la 
estabilidad que presentó en la cepa donante de A. baumannii, donde la cantidad del 
plásmido es indetectable por PCR convencional en la población bacteriana después de 
siete días de incubación (Figura 3-6). 
Para el plásmido p06-1619-NDM, se observó mayor estabilidad en la cepa donante de P. 
rettgeri, donde permaneció hasta 28 días de cultivo (Figura 3-7). Inclusive en los ensayos 
de depuración de este plásmido en la cepa donante 06-1619 en agar BHI, no fue posible 
recuperar un aislamiento sin plásmido, después de realizar pases diarios por más de 60 
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días, lo que muestra que este plásmido en esta especie presenta una extraordinaria 
estabilidad. Cuando este plásmido fue transferido a la cepa transconjugante E. coli, mostró 
una baja estabilidad, siendo detectado en gran proporción, solo hasta los primeros siete 
días de cultivo continuo (Figura 3-7), aunque al día 14 se observó una banda tenue que 
sugiere la presencia de una baja población bacteriana portadora de este plásmido. 
 
Figura 3-7. Determinación de ADN plasmídico y cromosomal por PCR convencional para las muestras 06-1619 (A) y C06-
1619 (B), después de 28 días de cultivo continuo en medio sin presión selectiva. Para todos los ensayos de PCR se utilizó 
la misma cantidad de extracto de ADN total (20 ng). 
Después de establecer que pasados 14 días de cultivo continúo en las cepas donde el 
plásmido presentaba baja estabilidad, no se observaba detección por PCR convencional o 
sus niveles eran muy bajos, los resultados fueron cuantificados entre cero y 14 días de 
incubación por qPCR. Se hizo cuantificación relativa de ADNp con respecto al ADNcr 
usando el método ΔΔCt. Los resultados de cuantificación relativa fueron normalizados 
contra el día cero de incubación, en donde se asume que el 100% de las células presentan 
ADN plasmídico. En la Figura 3-8 se observan los resultados de cuantificación relativa para 
el plásmido pNDM-BJ01 (Figura 3-8). Confirmando los resultados por PCR convencional, 
se observó que el plásmido pNDM-BJ01 presentó una mayor estabilidad en E. coli en 
comparación con A. baumannii, en donde se observó, que dicho plásmido es rápidamente 
eliminado, después de la remoción de la presión selectiva. Este resultado es interesante, 
ya que la hipótesis de partida era que este plásmido presentaba una mayor estabilidad en 
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A. baumannii, ya que se encuentra frecuentemente en este tipo de bacterias, mientras que 
en Enterobacterias su circulación es muy baja (solo dos reportes hasta la fecha).  
 
Figura 3-8. Análisis por qPCR de la estabilidad del plásmido pNDM-BJ01 en A. baumannii (19Aba78) y E. coli (C19-78). 
Para todos los ensayos de qPCR se utilizó la misma cantidad de extracto de ADN total (20 ng). La cantidad relativa de pNDM-
BJ01 fue normalizada contra el día cero de incubación. Se muestran las barras de desviación estándar para cada punto. 
Interesantemente, cuando el plásmido p06-1619-NDM fue movilizado a E. coli, no mantuvo 
la alta estabilidad observada en P. rettgeri (Figura 3-9), perdiéndose rápidamente después 
de la eliminación de la presión selectiva. Los resultados de estabilidad plasmídica en este 
caso también correlacionan con lo observado por PCR convencional. Aunque se observa 
alguna variabilidad en las dos replicas experimentales, es normal en este tipo de ensayos, 
ya que la técnica de qPCR es extremadamente sensible, y existe una variabilidad natural 
entre las muestras biológicas. Sin embargo, los resultados entre las réplicas 
experimentales son consistentes y muestran el mismo comportamiento de la estabilidad 
plasmídica partiendo de cultivos independientes y en ensayos diferentes. 
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Figura 3-9. Análisis por qPCR de la estabilidad del plásmido p06-1619-NDM en P. rettgeri (06-1619) y E. coli (C06-1619). 
Teniendo en cuenta que los plásmidos pNDM-BJ01 y p06-1619-NDM pertenecen a la 
misma familia (pNDM-BJ01-like), pero que presentan una modificación por la inserción del 
elemento genético móvil Tn6368, es importante analizar su estabilidad plasmídica cuanto 
dichos plásmidos están en el mismo hospedero, en este caso, se cuenta con los resultados 
de estabilidad para ambos plásmidos en la cepa de E. coli J53 (Figura 3-10).  
  
Figura 3-10. Análisis por qPCR de la estabilidad de los plásmidos pNDM-BJ01 y p06-1619-NDM en E. coli (J53). 
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En la Figura 3-10 se observa que de los dos plásmidos (pNDM-BJ01 y p06-1619-NDM) el 
pNDM-BJ01 presentó mayor estabilidad en la cepa de E. coli J53. Este resultado resalta 
que, aunque los dos plásmidos son estrechamente relacionados, la inserción en el 
plásmido p06-1619-NDM, afecta drásticamente su estabilidad en esta especie. Teniendo 
en cuenta que estas transconjugantes están construidas sobre la misma cepa receptora 
(E. coli J53), las dos cepas C19-78 y C06-1619, presentan el mismo background genético 
por lo que la diferencia de estabilidad observada esta únicamente asociada a la inserción 
del Tn6368, con las modificaciones que esto conlleva. 
Los resultados de estabilidad plasmídica en general muestran que los plásmidos presentan 
perfiles de estabilidad que son dependientes de la bacteria que los alberga, y además que 
los plásmidos pNDM-BJ01-like cuando presentan una baja estabilidad son perdidos 
rápidamente por la población bacteriana. Lo que resalta la importancia de examinar el 
costo metabólico asociado al transporte de dichos plásmidos. 
3.2.3 Costo metabólico por el transporte de los plásmidos pNDM-
BJ01 y p06-1619-NDM 
Después de evaluar la estabilidad de los plásmidos, fue posible obtener la cepa 19Aba78 
(A. baumannii) sin el plásmido pNDM-BJ01 (nombrada D19Aba78). La presencia de dicho 
plásmido en la cepa depurada D19Aba78 fue descartada por medio de PCR usando los 
oligonucleótidos específicos para el plásmido pNDM-BJ01, y adicionalmente se verificó el 
perfil de resistencia de dicho aislamiento, encontrando que había perdido el fenotipo de 
resistencia a antibióticos β-lactámicos. Sumada a esta cepa, se cuenta con la cepa E. coli 
J53 usada en los ensayos de conjugación como cepa receptora. Estas cepas (D19Aba78 
y J53) tienen el mismo contexto genético que las cepas portadoras de los plásmidos 
(19Aba78, C19-78 y C0-1619), por lo que sirven como control para la determinación del 
costo metabólico asociado al transporte del plásmido, el cual se determinó por medio de 
las curvas de crecimiento a 24 horas, en donde se evaluaron los parámetros de crecimiento 
bacteriano, con el fin de determinar el efecto en el crecimiento de la bacteria después de 
adquirir el plásmido. 
Para A. baumannii, los resultados de las curvas de crecimiento no muestran diferencias 
estadísticamente significativas asociadas al transporte del plásmido (todos los parámetros 
presentaron un valor-p >0.01). La cepa 19Aba78 (con el plásmido pNDM-BJ01) presenta 
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un perfil de crecimiento muy similar al que presenta la cepa D19Aba78 (sin plásmido) 
(Figura 3-11).  
 
Figura 3-11. Curvas de crecimiento para A. baumannii con y sin el plásmido pNDM-BJ01. A) Se muestra la curva promedio 
para 10 réplicas con la desviación estándar para cada punto. B) Se muestra el nivel de crecimiento (ver materiales y métodos) 
para las diez réplicas (rep) de las curvas. No se observa diferencia estadísticamente significativa en el crecimiento de A. 
baumannii con o sin el plásmido pNDM-BJ01. 
Las dos curvas presentaron una tasa máxima de crecimiento (maxgrowth) muy similar y 
cercana a 0.1 h-1. La tasa de crecimiento exponencial (r) fue cercana a 0.3 h-1, y el valor 
de la asíntota (asymptote) fue de 1.48 en ambos casos (Figura 3-12). En general para A. 
baumannii con y sin el plásmido pNDM-BJ01, el nivel de crecimiento (growthlevel, en 
ambos casos cercano a 2.3) o el comportamiento de este mismo en sus diferentes etapas, 
no se vieron afectados, lo que muestra que no hay un costo metabólico significativo por el 
transporte de este plásmido. Este resultado también muestra que a pesar de que el 
plásmido pNDM-BJ01 presenta una baja estabilidad en A. baumannii, esta no se debe a 
un efecto directo sobre su capacidad de crecimiento en las primeras 24 horas de cultivo. 
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Figura 3-12. Parámetros para las curvas de crecimiento de A. baumannii sin (A) y con (B) el plásmido pNDM-BJ01. Los 
parámetros obtenidos se describen en la sección de materiales y métodos y fueron determinados usando diez réplicas de 
las curvas de crecimiento para cada muestra. 
Para el caso de la cepa de E. coli J53, los dos plásmidos pNDM-BJ01-like afectaron 
fuertemente su crecimiento (Figura 3-13). 
 
Figura 3-13. Curvas de crecimiento para E. coli con y sin plásmido (pNDM-BJ01 y p06-1619-NDM). A) Se muestra las curvas 
promedio para 10 réplicas con la desviación estándar para cada punto. B) Se muestra el nivel de crecimiento (ver materiales 
y métodos) para las diez réplicas (rep) de las curvas. 
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Aunque la tasa máxima de crecimiento fue similar para la E. coli J53 sin plásmidos o 
cuando transportaba los plásmidos pNDM-BJ01 o p06-1619-NDM (Figura 3-14), los 
valores de la asíntota de las curvas de crecimiento, nivel de crecimiento y área bajo la 
curva de crecimiento, presentaron una disminución estadísticamente significativa asociada 
al transporte de cualquiera de los dos plásmidos pNDM-BJ01-like (valores-p <0.001) (Tabla 
3-3). Adicionalmente, aunque la diferencia entre las dos cepas portadoras de los plásmidos 
no fue tan marcada, el crecimiento de la E. coli con el plásmido p06-1619-NDM fue 
ligeramente menor en comparación con la E. coli con pNDM-BJ01, lo cual generó que los 
valores de área bajo la curva presentaran también una disminución estadísticamente 








Figura 3-14. Parámetros para las curvas de crecimiento de 
E. coli sin plásmido (A), con el plásmido p06-1619-NDM (B) 
y con el plásmido pNDM-BJ01 (C). Los parámetros 
obtenidos se describen en la sección de materiales y 
métodos y fueron determinados usando diez réplicas de las 
curvas de crecimiento para cada muestra. 
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En resumen, se pudo establecer que los plásmidos pNDM-BJ01-like generan un costo 
metabólico que afecta la capacidad de crecimiento de la cepa E. coli J53, pero no generan 
un costo metabólico importante sobre A. baumannii. Estos resultados una vez más 
confirman que para este tipo de plásmidos su estabilidad es dependiente de la cepa que 
los alberga. 
Tabla 3-3. Parámetros de crecimiento para la cepa E. coli J53 sin plásmido y con los plásmidos pNDM-BJ01 y p06-1619-
NDM. Se reporta el valor promedio con la desviación estándar para diez replicas. Los valores p corresponden a la 
comparación de la cepa con y sin el plásmido. 
Parámetro Sin plásmido p06-1619-NDM Valor-p pNDM-BJ01 Valor-p Valor-p
a
 
maxgrowth 0,088±0,002 0,070±0,005 <0,001 0,089±0,003 >0,01 <0,001 
asymptote 1,30±0,07 0,94±0,04 <0,001 0,96±0,02 <0,001 >0,01 
growthlevel 2,10±0,09 1,55±0,05 <0,001 1,62±0,03 <0,001 >0,01 
glscaled 0,62±0,02 0,64±0,02 >0,01 0,70±0,01 <0,001 <0,001 
r 0,27±0,02 0,30±0,03 >0,01 0,37±0,02 <0,001 <0,001 
auc_raw 21,3±0,5 16,0±0,4 <0,001 17,5±0,3 <0,001 <0,001 
auc_rshift 20,4±0,4 15,3±0,7 <0,001 17,2±0,3 <0,001 <0,001 
auc_log 21,2±0,5 16,0±0,4 <0,001 17,5±0,3 <0,001 <0,001 
auc_lshift 20,4±0,4 15,4±0,7 <0,001 17,3±0,3 <0,001 <0,001 
a- Valor-p de la comparación entre las dos cepas E. coli portadoras de plásmido. 
3.3 Discusión 
La estabilidad plasmídica y el costo metabólico asociado al transporte de los plásmidos 
con mecanismos de resistencia, son factores determinantes para la diseminación y 
adaptación de patógenos importantes, tanto en ambientes hospitalarios como en la 
comunidad. En este capítulo exploramos el comportamiento de la estabilidad y costo 
metabólico, asociados al transporte de los plásmidos pNDM-BJ01-like identificados en 
Colombia y México, encontrado que presentan un comportamiento que es dependiente de 
la especie bacteriana que los alberga. Estos resultados resaltan la importancia de los 
estudios de estabilidad plasmídica, que pueden permitir la identificación de las especies 
más relevantes como reservorios de la resistencia antimicrobiana, y en especial de 
determinantes como blaNDM-1 que por sus características de metalo-β-lactamasa confieren 
un amplio espectro de resistencia a antibióticos β-lactámicos. 
Como se discutió en los capítulos 1 y 2 los plásmidos pNDM-BJ01-like, se encuentran 
ampliamente diseminados entre diferentes especies de Acinetobacter, pero su circulación 
no es muy frecuente entre otros géneros bacterianos, como es el caso de las 
Enterobacterias, en donde solo existe un reporte hasta la fecha [89], sumado al segundo 
aislamiento identificado en este estudio (P. rettgeri 06-1619). Partiendo de este 
antecedente se podría pensar que los plásmidos pNDM-BJ01-like presentarían mayor 
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estabilidad en las bacterias del genero Acinetobacter spp., sin embargo, en este estudio 
pudimos comprobar que la estabilidad de estos plásmidos en esta especie no es tan alta, 
e inclusive es menor a la estabilidad que este mismo plásmido presenta en E. coli (una 
Enterobacteria). No obstante, este interesante hallazgo, confirma la posible ruta de 
diseminación de estos plásmidos desde Acinetobacter spp. hacia otras Enterobacterias de 
mayor circulación en el mundo como E. coli o K. pneumoniae, en las etapas tempranas de 
diseminación del gen blaNDM-1. 
La baja estabilidad del plásmido pNDM-BJ01 en A. baumannii, que contrasta con su alta 
frecuencia de circulación en este género en diferentes regiones del mundo, abre nuevos 
interrogantes. Puesto que en A. baumannii, los resultados sugieren que la estabilidad de 
pNDM-BJ01, aparentemente no está mediada por el sistema de partición tipo I o por el 
sistema de resolución de multímeros, o que por lo menos estos sistemas no contribuyen 
fuertemente para su estabilidad, es posible que esta alta circulación de plásmidos pNDM-
BJ01 se deba a la presión selectiva de A. baumannii en los ambientes hospitalarios, donde 
aparte de estar generando procesos infecciosos, frecuentemente se encuentra en 
superficies y equipos hospitalarios, y comúnmente desarrolla resistencia a antimicrobianos 
[200]. Sumado a esto, hay que tener en cuenta que la cepa 19Aba78 corresponde a un 
aislamiento clínico, y por lo tanto no se puede descartar que esta cepa pueda transportar 
otro tipo de plásmidos más estables e incompatibles al pNDM-BJ01 afectando su 
permanencia. Sin embargo, los resultados de los marcadores de grupos incompatibilidad 
no muestran la presencia de ningún plásmido reportado, en esta cepa (capitulo 2). 
Para el caso de E. coli, debido a que la cepa utilizada (cepa J53 [138]) no presenta 
plásmidos adicionales, es posible que la estabilidad del pNDM-BJ01 solo este siendo 
afectada por los sistemas de partición y de resolución de multímeros, que permitieron una 
segregación adecuada del plásmido, y en consecuencia la alta estabilidad observada, por 
lo que sería importante verificar la funcionalidad de estas maquinarias para la estabilidad 
de dichos plásmidos. En el caso de la variante p06-1619-NDM, que no presenta esta 
maquinaria, su estabilidad se ve seriamente afectada en E. coli, y los sistemas TA 
(presentes únicamente en esta variante del plásmido) parecen no ser efectivos, ya que la 
bacteria puede perder fácilmente el plásmido sin afectar su viabilidad. 
Cabe resaltar que los sistemas TA putativos presentes en el plásmido p06-1619-NDM 
fueron adquiridos por la incorporación del Tn6368. Este elemento genético móvil no ha 
80 Elementos genéticos involucrados en la movilización del gen blaNDM-1 en bacterias multirresistentes 
 
sido reportado previamente (no se encuentran estructuras genéticas relacionadas en la 
base de datos de nucleótidos del NCBI), y parece ser exclusivo de P. rettgeri. Es probable 
que las P. rettgeri de México hayan adquirido un plásmido pNDM-BJ01 y que 
posteriormente este haya incorporado el Tn6368. En este caso la deleción de los sistemas 
de partición y resolución de multímeros, pudo haber afectado la estabilidad del plásmido 
de la misma manera que se observó en E. coli, sin embargo, lo sistemas TA, en este 
hospedero pudieron haber presentado una actividad de muerte post-segregacional que no 
permitió la proliferación de las bacterias que perdieron el plásmido. Por lo que sería 
importante corroborar la actividad de estos sistemas TA en diferentes hospederos, ya que 
parece que su actividad no se expresa en la misma medida en E. coli y P. rettgeri. 
3.4 Conclusiones 
▪ El plásmido pNDM-BJ01 presento menor estabilidad en Acinetobacter baumannii en 
comparación con la observada en Escherichia coli. 
▪ El plásmido p06-1619-NDM presento mayor estabilidad en Providencia rettgeri en 
comparación con su estabilidad en Escherichia coli. 
▪ De los dos plásmidos pNDM-BJ01-like evaluados, el plásmido p06-1619-NDM presento 
menor estabilidad en la cepa de Escherichia coli J53. Por lo tanto, la inserción del 
Tn6368 en este plásmido podría ser la responsable de la perdida de estabilidad 
plasmídica. 
▪ En Acinetobacter baumannii la baja estabilidad del plásmido pNDM-BJ01 no afecta su 
capacidad de crecimiento, puesto que no se observó un costo metabólico significativo 
asociado a su transporte, por lo menos en las primeras 24 horas de cultivo. 
▪ El transporte de los plásmidos pNDM-BJ01-like genera un costo metabólico en 
Escherichia coli determinado por la disminución en su capacidad de crecimiento. No 
obstante, este costo metabólico no afectó la estabilidad de dicha familia de plásmidos 
cuando los sistemas de segregación (sistema par y la resolvasa) estuvieron presentes 
como en el caso del plásmido pNDM-BJ01. 
▪ El plásmido p06-1619-NDM disminuye aún más la capacidad de crecimiento de la 
Escherichia coli J53. 
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▪ Se estableció una relación entre la estabilidad y costo metabólico de los plásmidos 
pNDM-BJ01-like y la especie bacteriana que los alberga, resultado relevante para 




4. Elementos genéticos involucrados en la 
movilización del gen blaNDM-1 entre 
diferentes plásmidos 
El análisis de los entornos del gen blaNDM-1 ha permitido establecer el papel de algunos 
elementos genéticos en su diseminación. Dichos resultados han permitido soportar la 
hipótesis de que el origen de este gen de resistencia se dio en alguna bacteria del género 
Acinetobacter de origen ambiental, a donde pudo haber llegado gracias a la ISCR21 que 
se encuentra corriente abajo de blaNDM-1, y en donde posiblemente adquirió las secuencias 
de inserción ISAba125 (corriente arriba y abajo de blaNDM-1), que a la postre le permitieron 
la transposición desde el cromosoma de la bacteria a plásmidos conjugativos que 
facilitaron su pronta diseminación. 
Figura 4-1. Duplicación del sitio blanco 
para 27 eventos diferentes de transposición 





Los eventos de transposición se pueden dar de manera conservativa, en donde la IS o el 
Tn se movilizan desde el sitio original donde se encuentran, a una nueva localización sin 
dejar una copia (cortar y pegar) [201]. La transposición se puede dar también por medio 
de un mecanismo replicativo, donde se genera una nueva copia de la IS o el Tn en el sitio 
blanco de inserción. Se ha demostrado que en el proceso de movilización se genera una 
duplicación del sitio blanco de inserción (target site duplication, TSD), por la generación 
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del intermediario de Shapiro [202]. Para el Tn125, se reportó la duplicación de una 
secuencia de 3 pb con baja especificidad en el sitio blanco (Figura 4-1) [88]. En la 
secuencia del plásmido pNDM-BJ01 (número de acceso para GenBank: JQ001791.1), se 
encuentra duplicada la secuencia 5’-GTT-3’, antes y después del Tn125. Esta duplicación 
sugiere que el Tn125 pudo haber llegado a este plásmido por medio de transposición.  
Con el fin de aportar evidencia para el entendimiento del proceso de movilización del gen 
blaNDM-1 en Enterobacterias, se realizó la descripción del entorno genómico de dicho gen 
en las bacterias incluidas en este estudio (Figura 4-2). 
 
Figura 4-2. Análisis del entorno genómico del gen blaNDM-1 en los aislamientos incluidos en el estudio. Se incluye la estructura 
típica de un Tn21. La línea punteada roja corresponde a la secuencia de 6.033 pb, que se encuentra también en el 
cromosoma de la bacteria 16Pre36 (100% de identidad nucleotídica), flanqueada por dos IS26. La línea negra discontinua 
corresponde a la secuencia que delimita la región de conjugación autónoma del plásmido p16Pre36-NDM y que se encuentra 
frecuentemente en Enterobacterias (ISCR2-like), incluyendo en el plásmido p6234-178kb. 
El análisis del entorno genómico del gen blaNDM-1 mostro que en todos los casos dicho gen 
estuvo siempre flanqueado por remanentes del Tn125 (Figura 4-2). Sin embargo, se 
encontraron otros elementos genéticos móviles flanqueando dicho transposón. Como se 
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puede observar en el plásmido p6234-178kb, donde se encontró una porción del plásmido 
que contiene la secuencia completa del Tn125, flanqueada por remanentes de un plásmido 
pNDM-BJ01, que contienen parte del gen traA hasta una porción del gen que codifica para 
la toxina Z (Figura 4-2). La región aparentemente derivada del plásmido pNDM-BJ01 que 
está contenida dentro del plásmido p6234-178kb, se encuentra flanqueada por dos 
secuencias de inserción IS26. Esta secuencia de inserción IS26 se encontró también 
flanqueando la región que contiene blaNDM-1 en el plásmido pPrY2001, y en este caso esta 
región adyacente al Tn125 también se relaciona bastante con la del plásmido pNDM-BJ01 
(Figura 4-2), lo que muestra que posiblemente estos plásmidos p6234-178kb y pPrY2001, 
adquirieron blaNDM-1 desde un plásmido pNDM-BJ01-like. Sin embargo, es altamente 
probable que el elemento genético móvil (EGM) responsable de la movilización de blaNDM-
1 en estas bacterias (P. rettgeri y K. pneumoniae, que transportan los plásmidos pPrY2001 
y p6234-178kb, respectivamente), no sea el Tn125 sino, más bien la secuencia de 
inserción IS26. 
Las secuencias de inserción IS26 han sido ampliamente estudiadas, debido a que 
presentan alta circulación en bacterias Gram-negativas, y se han relacionado a procesos 
evolutivos de plásmidos portadores de genes de resistencia [104]. Recientemente Harmer 
y colaboradores [203] demostraron experimentalmente que las IS26 pueden realizar tanto 
transposición replicativa (que genera TSD de 8 pb) como conservativa [204], y se ha 
demostrado que este proceso está involucrado en la reorganización de plásmidos de 
bacterias multirresistentes [205]. En el modelo sugerido por Harmer y colaboradores, las 
secuencias de inserción IS26 pueden generar transposones compuestos que tiene la 
capacidad de arrastrar material genético adyacente e insertarlo posteriormente, justo al 
lado de otra secuencia IS26 [204]. Para la escisión del ADN adyacente, la IS26 genera un 
intermediario circular conocido como unidad translocativa (translocatable unit, TU), que se 
presenta habitualmente entre dos secuencias de inserción IS26 [203]. Esta TU, requiere 
de una IS26 preexistente para reincorporarse en un nuevo replicón o en otra posición del 
mismo, o de lo contrario, con el paso del tiempo es eliminada por su incapacidad de 
replicación (de no arrastrar un replicón en el proceso). La integración de la TU se da de 
manera específica, adyacente a la IS26 preexistente [204], en un proceso que es 
principalmente conservativo y que es 50 veces más frecuente que la transposición 
replicativa [203]. Una característica distintiva de este proceso es no generar TSD, por lo 
que los patrones de duplicación de secuencias blanco de las IS26 han sido utilizados para 
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trazar las rutas de integración de genes de resistencia y sus implicaciones en la evolución 
plasmídica [205]. 
Dado que el análisis de los entornos genómicos de los plásmidos NDM-positivos de este 
estudio, mostró que en la mayoría se encontraban varias IS26 flanqueando el Tn125 o sus 
remanentes, siguiendo la metodología descrita por He y colaboradores [205], se analizaron 
los patrones de los sitios de integración de todas las IS26, cromosomales y plasmídicas 
(Tabla 4-1).  
Tabla 4-1. Análisis de las 8 pb que flanquean corriente arriba (TSD Izq.) y corriente abajo (TSD Der.) las IS26 en los 
genomas completamente secuenciados en este estudio (16Pre36, RB151 y 06-1619). 
Cepaa Replicón Iniciob (pb) Final (pb) Orientación TSD Izq.c TSD Der. 
16Pre36 
Cromosoma 
47737 48556 + CGCTGGAC TTCTGAAA 
49956 50775 + CTAAACAG GCGCGACG 
56809 55990 - AACAGCCT TAAAACGG 
p16Pre36-NDM 
49876 50695 + CGCTGGAC CGCCGATG 
72110 71291 - CCCCGCGT GCGCGACG 
91142 91961 + CATCAGAG CCGAAAAC 
93183 93902 + CATAAATT * 
213677 212858 - AAATAAAG CTGACGCG 
p16Pre36-2 No presenta elementos IS26 
RB151 
Cromosoma 
1917615 1918434 + CGCTGGAC CGCCGATG 
1938548 1939367 + ATTTTAAC ATTTTAAC 
1837298 1836479 - AAATAAAG GCGCGACG 
1930205 1930142 - * TCTCGATA 
pRB151-NDM No presenta elementos IS26 
06-1619 
Cromosoma No presenta elementos IS26 
p06-1619-2 No presenta elementos IS26 
p06-1619-NDM 28113 28932 + GGAAGTAG CTTAAAAA 
09ACRGNY2001 pPrY2001 
58964 58145 - ATATTTAG CTAAAAGT 
74945 74126 - CGCTGAAC TATCTGAT 
6234 
Cromosoma 2120242 2121061 + GTCGAAGT GTTATTTT 
p6234-178kb 
40623 41442 - ATTGCTGA TTCTACGG 
44276 45095 - GAGATTGG TAAAATAA 
141888 142707 - TTTATCTT GCGCGACG 
161397 162216 + CTAAAAAG CGATGTCT 
p6234-198kb 
65513 66332 + ACATAGAG GGCCAGCG 
111688 110869 - AGCAAATC AGAAGAAG 
92827 93646 + TATCGAGA CCACATCT 
96652 95833 - GTCGAAGT TTTAAGCG 
105385 106204 + GTCAGTTT GTCAGTTT 
59711 60530 + GCCAGATC ATTTTTTC 
119069 118250 - ATTTTTTC CGTTACCT 
86788 85969 - GCTCCGGG CACCGTTC 
80586 81378 + * CGCCAGTA 
89434 90226 + * AATGTGGG 
81641 81379 - TTTTCTGT * 
a- Se incluyó el genoma de la cepa de K. pneumoniae 6234 [75], que transporta el plásmido p6234-178kb encontrado 
en las K. pneumoniae de este estudio. Se incluyó adicionalmente el plásmido pPrY2001 [23]. 
b- Se muestra la posición de inicio y terminación de cada IS26. 
c- Los asteriscos indican que la secuencia de inserción esta truncada en alguno de los dos extremos, por tal motivo 
solo se muestra la secuencia de 8 pb flanqueando un lado. 
El análisis de los patrones de TSD permitió confirmar que para los plásmidos p6234-178kb 
y pPrY2001 el gen blaNDM-1 junto con los remanentes del plásmido pNDM-BJ01, fueron 
incorporados por un proceso conservativo, en donde no se dio duplicación del sitio blanco 
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de incorporación (tampoco comparando con las IS26 de los demás replicones de la cepa 
K. pneumoniae 6234, descartando un proceso de transposición replicativa desde otro 
replicón). Este fenómeno se ha reportado en otras cepas de K. pneumoniae NDM-positivas 
(IS26 sin generación de TSD) [206], sin embargo, en este caso el plásmido que 
transportaba blaNDM-1 no presentaba IS26 (es decir blaNDM-1 no está en el mismo contexto 
con IS26). El análisis de nuestros resultados se ajusta al modelo propuesto por Harmer y 
colaboradores para la transposición conservativa con un intermediario TU [203]. Es posible 
que la cepa de K. pneumoniae 6234 y la cepa de P. rettgeri 09ACRGNY2001 hayan 
adquirido un plásmido pNDM-BJ01-like con un Tn125 (intacto en el caso de la K. 
pneumoniae), que posteriormente inserto una IS26, y esta a su vez permitió la escisión del 
Tn125 con el ADN adyacente en forma de TU. La TU más adelante fue incorporada al lado 
de una IS26 preexistente en un plásmido IncA/C2 o pPrY-like, en K. pneumoniae o P. 
rettgeri, respectivamente (Figura 4-2 y Figura 4-3). 
 
Figura 4-3. Posible ruta para la incorporación de los remanentes de pNDM-BJ01 dentro del plásmido p6234-178kb 
identificado en los aislamientos de K. pneumoniae de este estudio y reportado previamente en Colombia [75]. Inicialmente 
un plásmido pNDM-BJ01-like probablemente adquirió las secuencias de inserción IS26 y generó un transposón compuesto 
que posteriormente fue eliminado del pNDM-BJ01 generando un intermediario TU. El intermediario TU fue incorporado en 
un plásmido IncA/C2 en una reacción específica, al lado de una IS26 preexistente (aunque no se puede descartar que la TU 
con el Tn125 pudo haber circulado entre otro tipo de plásmidos antes de ser transferida a un plásmido IncA/C2). La estructura 
de transposón compuesto encontrada en el p6234-178kb puede generar una TU que puede ser movilizada hacia otros 
replicones (cromosomas o plásmidos) o intramolecularmente generando rearreglos de la molécula. Los patrones de TSD 
generados en este modelo se muestran como puntos de colores. En este modelo conservativo no se genera TSD (ver Tabla 
4-1). Las moléculas no están a escala. 
Sin embargo, no se puede descartar que el plásmido pNDM-BJ01 haya adquirido las IS26 
estando en una bacteria del genero Acinetobacter y que posteriormente haya sido 
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transferido a una Enterobacteria donde se dio la migración a los plásmidos IncA/C2 o pPrY-
like. Los análisis de los entornos genómicos del gen blaNDM-1 en plásmidos de A. baumannii 
de la India, mostraron la incorporación de IS26 truncando la estructura del Tn125 y 
generando una estructura tipo Tn compuesto [207]. No obstante, en dicho trabajo no fue 
posible evidenciar remanentes de un plásmido pNDM-BJ01-like, lo cual si fue evidente 
para nuestros aislamientos de K. pneumoniae y para el plásmido pPrY2001, confirmando 
la transposición desde este tipo de plásmidos a plásmidos de circulación frecuente en 
Enterobacterias. 
La presencia del gen blaNDM-1 en un “transposón” compuesto, con dos IS26 flanqueando 
dicho gen de resistencia, le confiere un potencial de diseminación aún más amplio, puesto 
que esta unidad de transposición puede salir fácilmente como un intermediario TU y ser 
movilizada a otro punto donde encuentre otra IS26. Las IS26 son secuencias de inserción 
muy frecuentes en bacterias Gram-negativas y pueden ser incorporadas en toda clase de 
replicones que van desde plásmidos conjugativos hasta el cromosoma. En este estudio 
encontramos IS26 en todas las cepas de P. rettgeri y K. pneumoniae (Tabla 4-1), tanto a 
nivel plasmídico (p16Pre36-NDM, p6234-178kb y p06-1619-NDM, en todos los casos 
adyacentes al gen blaNDM-1, ver Figura 4-2 o Tabla 4-1) como cromosomal (16Pre36, RB151 
y todas las 16Kpn), lo que resalta su potencial de diseminación y la posibilidad de 
incorporación cromosomal de este determinante de resistencia, en donde puede 
establecerse permanentemente en estas especies. 
Para ejemplificar este potencial de diseminación, en la cepa de P. rettgeri 16Pre36 
(representante de los aislamientos de Bogotá), el gen blaNDM-1 se encontró localizado en el 
plásmido p16Pre36-NDM, dentro de remanentes de un ΔTn125, el cual esta flanqueado 
por restos de un Tn21, que a su vez están flanqueados por secuencias de inserción IS26, 
que tienen el potencial de generar diferentes TU que promuevan su posterior movilización 
y diseminación (Figura 4-2). En este caso la estructura del ΔTn125 presenta un 
reordenamiento no reportado previamente, con la estructura tat-dct-groES-groEL-ISCR21-
Δpac que habitualmente se encuentra corriente abajo del gen blaNDM-1, en este caso 
ubicada corriente arriba del mismo (Figura 4-2). Esta estructura inusual del Tn21 y ΔTn125 
fue verificada, por revisión de los ensamblajes obtenidos con dos librerías independientes 
(a partir de cultivos y extractos diferentes) y técnicas de secuenciación diferentes (PacBio 
y Miseq) (Figura 4-4A), encontrando el mismo reordenamiento en ambos casos. 
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Adicionalmente fueron diseñados oligonucleótidos específicos (Tabla 2-1, reacciones 1 y 
2) que permitieron la verificación experimental de este reordenamiento por PCR (Figura 
4-4B). 
 
Figura 4-4. Confirmación de la inserción y reordenamiento del Tn125 en el plásmido p16Pre36-NDM. A) Confirmación por 
ensamblaje con dos librerías independientes (Pacbio en la parte superior y Miseq en la parte inferior). B) Verificación del 
reordenamiento por PCR. Las cepas 16Pre36 y C16-36 transportan el plásmido p16Pre36-NDM. Se incluyeron en la PCR 
las cepas RB151 y 06-1619 como controles negativos. 
El entorno genómico del gen blaNDM-1 en este plásmido p16Pre36-NDM, presenta 4 copias 
de la IS26, que posiblemente generaron los reordenamientos observados para el ΔTn125 
y Tn21, como se ha reportado previamente para las IS26 [205]. Así mismo, en el 
cromosoma de esta bacteria se encuentran tres IS26 (Tabla 4-1). El análisis de los 
patrones de TSD de las IS26 para la cepa 16Pre36 (Tabla 4-1), permitió rastrear una región 
de 6.033 pb (con 100% de identidad nucleotídica, Figura 4-2), en esta región variable que 
comparten el plásmido y el cromosoma de esta bacteria, que pudo haberse movilizado por 
un mecanismo replicativo. Esta secuencia en el cromosoma está flanqueada por dos IS26, 
mientras que en el plásmido, está flanqueada solo por una IS26, lo que hace pensar que 
este fragmento fue movilizado, vía unidad translocativa, desde el plásmido hacia el 
cromosoma, justo al lado de una IS26 preexistente. Lo que valida la posibilidad de 
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incorporación de información genética al cromosoma por mecanismos de transposición 
mediados por IS26.  
Por otro lado, el plásmido p16Pre36-NDM presenta una estructura hibrida con una región 
de alta relación a los plásmidos pPrY-like y otra altamente relacionada a los plásmidos 
IncA/C2 (capítulo 2, Figura 2-11). Dichas estructuras están flanqueadas por dos 
secuencias IS26 (Figura 4-5), y su perfil de contenido de GC valida la cointegración de dos 
replicones de origen distinto (Figura 4-5). La ausencia de TSD en las IS26 que flanquean 
estas estructuras fusionadas (plásmidos IncA/C2-like y pPrY-like), soporta la hipótesis de 
un mecanismo de cointegración conservativo mediado por un intermediario TU. No 
obstante, se requiere de más trabajo experimental para verificar la existencia de los 
posibles intermediarios TU, que se pueden generar por la presencia de las IS26 que 
delimitan las estructuras fusionadas y que se encuentran también en la región variable en 
el plásmido p16Pre36-NDM, lo cual aportaría información valiosa para la consolidación de 
este modelo de evolución plasmídica, en el contexto de este determinante de resistencia 
(blaNDM-1), y su rol para la generación de las estructuras atípicas observadas en este 
plásmido en particular. 
Un resultado interesante para el plásmido p16Pre36-NDM, fue la transferencia parcial 
observada en el proceso de conjugación hacia la E. coli J53 (cepa transconjugante C16-
36, ver capítulo 2, Figura 2-12). Esta conjugación parcial se dio en una región de 138.377 
pb, entre la posición 67.813 bp y 206.190 pb del plásmido p16Pre36-NDM (región de 
conjugación autónoma, Figura 4-5), y contiene la región Tra1 (derivada de los plásmidos 
IncA/C2). Esta región está flanqueada por una secuencia repetida directa de 2.928 pb (99% 
de identidad nucleotídica), que contiene un elemento ISVsa3, también conocido como 
ISCR2 [208]. El elemento repetido de 2.928 pb (nombrado en este trabajo como ISCR2-
like), está delimitado en su extremo 5’ por una secuencia de 23 pb (5’-
GGCGTTTATTCTTCCTATACGTT-3’) reportada previamente como oriIS para la ISCR2 
[209, 210] (Figura 4-5). Las secuencias ISCR2-like en los extremos de la región de 
conjugación autónoma, permiten la formación de una estructura putativa tipo transposón 
compuesto, que puede estar mediando la salida de la región de 138 kb (con blaNDM-1), que 
posteriormente gracias a su maquinaria de conjugación (Tra1), pudo haber sido transferida 
a la E. coli J53. Las ISCR tienen la habilidad de movilizar grandes longitudes de ADN 
adyacente por un proceso de replicación de circulo rodante (sin generación de TSD, como 
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en este caso), que empieza en la región oriIS y termina en la región terIS [211]. Sin 
embargo se ha demostrado que el proceso de terminación es defectuoso y la replicación 
de circulo rodante puede proceder hasta encontrar una región terIS substituta [210]. En el 
caso del plásmido p16Pre36-NDM, para la generación del producto de conjugación parcial, 
el elemento ISCR2-like que se encuentra a la derecha (Figura 4-5), debió iniciar el proceso 
de replicación en círculo rodante por medio de la región oriIS, hasta encontrar la secuencia 
terIS del segundo elemento ISCR2-like. 
 
Figura 4-5. Región de conjugación autónoma del plásmido p16Pre36-NDM encontrada en la cepa E. coli transconjugante 
C16-36. Esta región presenta dos copias de un elemento genético móvil putativo (región repetida de 2.928 pb, designada 
como ISCR2-like) con una ISVsa3 y un gen para una resolvasa (tnpR). La secuencia oriIS reportada para la ISCR2 [209, 
210] se muestra como un punto negro. La flecha horizontal negra muestra la dirección de replicación en círculo rodante 
necesaria para la generación del producto de conjugación parcial observado en la cepa C16-36. Para la muestra C16-36 se 
muestran los contigs plasmídicos obtenidos a partir del ensamblaje de la transconjugante. Se muestra el contenido de GC 
(CG content) en una ventana de 1000 pb (en azul y rojo los valores superiores e inferiores a 0.5, respectivamente). 
El mapeo de las lecturas de Miseq del aislamiento de P. rettgeri 16Pre47 (ver capítulo 2, 
Figura 2-12), mostró que dicha cepa solo contiene el transposón compuesto generado por 
las dos ISCR2-like, lo que sugiere que pudo haber obtenido por conjugación parcial dicho 
elemento, o que pudo haber incorporado un plásmido p16Pre36-NDM completo y más 
adelante haber perdido la región pPrY-like. Este transposón compuesto putativo pudo 
haberse generado a partir del plásmido p6234-178kb que circula en los aislamientos de K. 
pneumoniae en Colombia, y que pertenece al grupo de incompatibilidad IncA/C2, ya que 
este presenta también el elemento ISCR2-like (99% de identidad nucleotídica) (Figura 4-2). 
Es importante resaltar que los aislamientos de K. pneumoniae y P. rettgeri NDM-positivos 
de Bogotá de este estudio (con los plásmidos p6234-178kb y p16Pre36-NDM, 
respectivamente), fueron identificados en el mismo hospital.  
Realizando una búsqueda en la base de datos de nucleótidos del NCBI, fue posible 
encontrar esta secuencia ISCR2-like en una gran variedad de genomas de bacterias, y 
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adicionalmente ha sido reconocida como un factor determinante para la evolución de los 
plásmidos IncA/C [176, 208, 212, 213]. Por lo tanto, este novedoso transposón compuesto 
putativo podría estar facilitando la diseminación de blaNDM-1 a través de procesos de 
transposición, conjugación o cointegración del intermediario circular hacia diferentes 
replicones y hospederos. 
En cuanto a las IS26 de la cepa RB151 (representante de los aislamientos de P. rettgeri 
de Bucaramanga), todas fueron identificadas a nivel cromosomal y con patrones de TSD 
similares a los de la cepa 16Pre36 (Tabla 4-1). Este resultado se puede explicar por dos 
motivos principales: i) en el capítulo 2 se pudo comprobar la inserción cromosomal de una 
isla genómica con alta relación al plásmido p16Pre36-NDM en el cromosoma de la cepa 
RB151, que presenta las tres IS26, lo cual explica la relación entre los patrones de TSD 
observados para esta cepa con los del plásmido p16Pre36-NDM (Tabla 4-1); ii) la cepa 
RB151 solo transporta el plásmido pRB151-NDM, que no presenta ninguna IS26, sin 
embargo este plásmido presenta otros elementos genéticos móviles flanqueando el 
ΔTn125, como el Tn6369 (un transposón novedoso de la familia Tn3) (Figura 4-2). 
Analizando el perfil de TSD para el Tn6369 se encontró la duplicación de una secuencia 
de 4 pb (5’-TTAT-3’), antes y después de dicho Tn, lo que sugiere que este fue incorporado 
en un evento posterior al ingreso del Tn125. Este plásmido parece haber presentado 
eventos de transposición posteriores al ingreso del Tn125 que imposibilitaron el uso de las 
huellas genéticas para determinar el origen del gen blaNDM-1.  
 
Figura 4-6. Comparación de la estructura del ΔTn125 del plásmido pRB151-NDM contra una ISAba125 completa. 
Sin embargo, el plásmido pRB151-NDM también presentó un resultado interesante: los 
dos remanentes de las ΔISAba125 que flaquean el ΔTn125 (Figura 4-2) en este plásmido, 
forman una ISAba125 completa (Figura 4-6). Este resultado sugiere que la incorporación 
de blaNDM-1 en este plásmido se dio por la movilización de un Tn125 en una estructura de 
intermediario circular con una sola ISAba125 completa. Sin embargo, esta hipótesis 
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requiere de evidencia experimental adicional, puesto que en ensayos in vitro de 
transposición del Tn125 no se encontraron rastros de movilización mediada por 
intermediarios circulares [88]. 
El análisis de las secuencias de los plásmidos permitió determinar las plataformas 
genéticas involucradas en la movilización horizontal del gen blaNDM-1 entre los plásmidos 
colombianos y mexicanos, y determinar su papel para la evolución de dichas estructuras. 
Estos resultados también muestran el enorme potencial de los estudios de epidemiologia 
genómica para generar aportes que permitirán entender las rutas y mecanismos de 
diseminación de los principales determinantes de resistencia y diseñar estrategias que 
contribuyan al control de la dispersión de estos. 
4.1 Conclusiones 
▪ Se logró establecer una relación a nivel genético entre los plásmidos que circulan en 
Acinetobacter spp. y los que circulación en P. rettgeri y K. pneumoniae, que muestra la 
posible ruta de diseminación temprana del gen blaNDM-1. 
▪ Se estableció un papel determinante de las secuencias de inserción IS26 para la 
diseminación del gen blaNDM-1. 
▪ Encontramos que la movilización del gen blaNDM-1 desde los plásmidos de Acinetobacter 
spp. (pNDM-BJ01-like) hacia los plásmidos de Enterobacterias se da principalmente 
por mecanismos de transposición conservativa mediados por las secuencias de 
inserción IS26. 
▪ Las secuencias de inserción IS26 se encontraron también involucradas con la 
evolución de las estructuras de los plásmidos NDM-positivos por eventos de 
reordenamiento o por cointegración de plásmidos. 
▪ Adicionalmente encontramos que los elementos ISCR2-like parecen estar involucrados 
en la conjugación parcial de los plásmidos NDM-positivos de las P. rettgeri que circulan 
en Bogotá. 
▪ El análisis de los mecanismos de diseminación horizontal del gen blaNDM-1 permitió 
observar una dinámica de intercambio de información genética entre los plásmidos y 
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los cromosomas de las bacterias que los albergan, que puede ser un factor clave para 












5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
En nuestro análisis de los aislamientos NDM-positivos de Colombia y México, encontramos 
alta variabilidad en los plásmidos que transportan dicho gen de resistencia, lo cual resalta 
su enorme capacidad de movilización. Estos resultados nos llevaron a plantear un modelo 
de diseminación del gen blaNDM-1 que presenta características de diseminación clonal, en 
donde observamos la circulación de algunos clones particulares en cada región analizada 
(Bucaramanga, Bogotá y Monterrey), pero que también se ajusta al modelo conocido como 
“de las muñeca rusas” (Russian doll model) [214], puesto que se pudo observar una 
relación en las unidades transmisibles que movilizan el gen blaNDM-1 entre estos 
aislamientos identificados en distintas regiones. En este modelo de las muñecas rusas, un 
gen de resistencia como blaNDM-1 puede residir en unidades transmisibles anidadas, como 
el gen dentro de un transposón, el transposón dentro de un transposón más complejo y 
este a su vez en un plásmido, y todas estas unidades pueden ser movilizadas en diferentes 
ambientes y a diferentes niveles. Para ilustrar este modelo, en este estudio demostramos 
que, en las etapas tempranas de diseminación, el gen blaNDM-1 pudo haber sido adquirido 
desde bacterias del genero Acinetobacter por alguna Enterobacteria a través de plásmidos 
pNDM-BJ01-like (lo cual se evidencia por los remanentes del plásmido pNDM-BJ01 en los 
plásmidos de Enterobacterias y la presencia de un plásmido pNDM-BJ01-like en P. 
rettgeri), y este a su vez mas adelante fue movilizado por eventos de transposición a 
plásmidos con mayor capacidad de diseminación (como los IncA/C2) o a plásmidos 
probablemente más estables (como los pPrY-like).  
Adicionalmente, un factor clave para la evolución de estas estructuras fue la cointegración 
de plásmidos, también encontrada en este trabajo. Todas las características observadas 
en los elementos asociados a la movilización del gen blaNDM-1 encontradas en K. 
pneumoniae y A. baumannii, convergen en P. rettgeri (pNDM-BJ01-like, pPrY-like y 
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plásmidos relacionados a los IncA/C2), lo cual sumado a la alta circulación de esta bacteria 
con dicho gen de resistencia (principal bacteria transportando este gen en Latinoamérica), 
hacen pensar que esta bacteria juega un papel crucial para la diseminación y 
almacenamiento de la resistencia a carbapenémicos en nuestra región. En la Figura 5-1 
se muestra un resumen de los principales mecanismos observados en este estudio, 
involucrados en la evolución, diseminación y estabilidad de la resistencia a 
carbapenémicos mediada por NDM. 
 
Figura 5-1. Posibles papeles de P. rettgeri y otras Enterobacterias en la evolución de los plásmidos NDM-positivos en 
Latinoamérica. En una etapa inicial un plásmido pNDM-BJ01-like es adquirido desde Acinetobacter spp. (-1). Poco después, 
el gen blaNDM-1 es transferido a un plásmido pPrY-like (de circulación en P. rettgeri; -2) o a uno IncA/C2 (de circulación en K. 
pneumoniae, E. coli u otras Enterobacterias; -3) por medio de IS26 u otros EGM flanqueando el Tn125 (o sus remanentes). 
Los plásmidos IncA/C2 NDM-positivos pueden ser transferidos a una gran cantidad de hospederos por medio de conjugación 
(-4). También es posible que otra Enterobacteria no-Providencia haya capturado un plásmido pNDM-BJ01-like y movilizado 
el gen blaNDM-1 vía IS26 como en el caso de las K. pneumoniae de este estudio (-5); y posteriormente el plásmido IncA/C2 
pudo haber sido conjugado a P. rettgeri (-6). Un hallazgo interesante de este estudio fue la identificación de nuevas 
estructuras plasmídicas generadas por cointegración de plásmidos pPrY-like e IncA/C2 en P. rettgeri posiblemente en un 
proceso mediado por IS26 (-7). Estas estructuras quiméricas fueron también observadas integradas al cromosoma en esta 
bacteria, sin el gen blaNDM-1 (-8). El Tn125 puede ser transferido a nuevas estructuras plasmídicas en P. rettgeri, como en el 
caso del plásmido pRB151-NDM (-9). Adicionalmente por medio de conjugación parcial mediada por elementos ISCR2-like 
se puede dar la transferencia de plásmidos NDM-positivos relacionados a los IncA/C2 de K. pneumoniae (-10). 
Estos resultados en conjunto exponen el papel de microorganismos como P. rettgeri, que 
usualmente no son considerados como el principal objetivo de los sistemas de vigilancia 
de la salud pública, en la diseminación y almacenamiento de los mecanismos de 
resistencia, lo cual resalta la necesidad del desarrollo de estudios más completos, que no 
se enfoquen únicamente al seguimiento de los patógenos más frecuentes, sino también a 
los determinantes de resistencia y a sus maquinarias de movilización. El abordaje 
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metodológico de este trabajo desde un enfoque microbiológico y molecular, tratando de 
describir los procesos de diseminación horizontal (por medio de las plataformas de 
movilización) y vertical (examinando la estabilidad de las estructuras plasmídicas) del gen 
blaNDM-1, contribuye a esa mirada holística para determinar el papel de algunas bacterias 
en la evolución de la resistencia a antimicrobianos en nuestra región. 
Este trabajo no solo aporta información acerca de las plataformas genéticas involucradas 
en la diseminación de un gen de resistencia, sino que adicionalmente pretende explicar 
algunos de los mecanismos que permitieron la llegada de dichas plataformas a las 
bacterias analizadas. Teniendo en cuenta que la diseminación de la resistencia se favorece 
enormemente por estos mecanismos de transferencia de información genética, y que es 
un proceso evolutivo inevitable (no solo para blaNDM-1), el entendimiento de estos 
mecanismos puede contribuir para el diseño de abordajes alternativos para contrarrestar 
esta problemática. Inclusive, en la actualidad la información de los mecanismos 
involucrados en la estabilidad plasmídica está siendo utilizada para la depuración de 
plásmidos con resistencia a antibióticos en ensayos in vivo en ratones [215]. Por lo que 
esperamos que este trabajo también aporte para el desarrollo de estas estrategias. 
5.2 Recomendaciones 
Con el desarrollo de este trabajo fue posible generar nuevas preguntas que serán abordas 
en futuros proyectos de investigación en el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana 
de la Universidad El Bosque, y que posiblemente contribuirán con información valiosa para 
la comunidad científica. 
Desde el punto de vista microbiológico sería importante ampliar el análisis de costo 
metabólico, con el fin de determinar el impacto por el transporte de los otros plásmidos 
identificados en este estudio (p6234-178kb, p16Pre36-NDM y pRB151-NDM), ya que 
encontramos que estos plásmidos circulan en diferentes regiones y cepas bacterianas de 
diferentes linajes genéticos, por lo que sería importante determinar si existe alguna 
diferencia en el costo metabólico entre linajes genéticos y especies diferentes asociados 
al transporte de dichos plásmidos. Esta pregunta de investigación podría ser abordada 
usando las metodologías de estabilidad plasmídica y costo metabólico estandarizadas en 
este estudio, sin embargo, la limitante se encuentra en la obtención de cepas 
transconjugantes o transformates con los diferentes plásmidos, puesto que estos 
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presentan múltiples factores de resistencia que dificultan la selección de las cepas 
modificadas. No obstante, a pesar de las dificultades la obtención de estas cepas es 
factible, por lo que esperamos en el futuro poder contribuir con esta información. En el 
mismo sentido, esperamos poder ampliar el análisis de estabilidad plasmídica y costo 
metabólico para los plásmidos pNDM-BJ01-like hacia más linajes genéticos y especies 
bacterianas, con el fin de determinar las bacterias más favorecidas por la adquisición de 
estos plásmidos, y que por lo tanto deben ser el principal objetivo de los sistemas de control 
y vigilancia en salud. 
En este estudio también encontramos diferencias importantes en los sistemas asociados 
a la estabilidad plasmídica, como sistemas TA, de partición y control de número de copias 
y de resolución de multímeros, que presentaron grandes diferencias en los plásmidos 
pNDM-BJ01-like de circulación en nuestra región. Por lo tanto, sería importante establecer 
el verdadero papel de estas maquinarias en la estabilidad plasmídica desde un abordaje 
molecular y microbiológico. Para esto se podrían generar cepas mutantes anulando la 
función de las diferentes maquinarias de segregación plasmídica (por knock-out de genes) 
de los plásmidos pNDM-BJ01-like, y posteriormente determinar la estabilidad de estos 
plásmidos modificados usando las metodologías reportadas en este trabajo. Estos 
resultados contribuirían con información acerca de los mecanismos de segregación de 
estos plásmidos, que a la postre podrían ser utilizados para el planteamiento de estrategias 
de curación de plásmidos in vivo, como se ha reportado previamente [215] y que podrían 
brindar una estrategia alternativa para el control de la diseminación de la resistencia 
antimicrobiana. 
Adicionalmente nuestro trabajo aportó información para el entendimiento de los 
mecanismos de transposición usados por los diferentes EGM asociados a la diseminación 
del gen blaNDM-1. Sin embargo, las hipótesis acá planteadas requieren de una mayor 
verificación experimental para su validación. Por ejemplo, sería importante establecer la 
funcionalidad in vitro del transposón ISCR2-like, para la conjugación parcial del plásmido 
p16Pre36-NDM. En el caso de las IS26, que se han observado frecuentemente asociadas 
a la evolución y diseminación de la resistencia antimicrobiana, y del transposón Tn125, 
sería importante comprobar experimentalmente la presencia de los intermediarios 





A. Anexo: Programas usados para el 
análisis bioinformático 
Programa Uso en el proyecto Referencia 
Cutadapt v1.1.7 
Se usó para remover secuencias de adaptadores que 
pidieron quedar como residuos del proceso de 
secuenciación por Miseq. 
[106] 
PRINSEQ-lite v0.20.4 
Se usó para filtrar y remover extremos de baja calidad 
en las lecturas obtenidas por Miseq. 
[107] 
SPAdes v3.5.0 Se usó para ensamblar la lecturas de Miseq. [108] 
SSPACE v2.0 
Se usó para mejorar los ensamblajes obtenidos a partir 
de las lecturas de Miseq, por medio de la información de 
paired-end, realizando un proceso de scaffolding. 
[110] 
GapFiller v1.10 
Este programa fue usado para mejorar los ensamblajes 
cerrando la mayor cantidad de gaps entre scaffolds 




Se usó para realizar las comparaciones pareadas de las 
secuencias de los plásmidos reportados en este estudio 
con las reportadas previamente en las bases de datos y 
en la literatura. 
[112] 
Prokka v1.11 
Se usó para realizar la anotación automatizada de los 
genomas secuenciados en este estudio. 
[113] 
Roary 
Fue usado para hacer el alineamiento y determinación 
del core-genome de los ensamblajes de los genomas de 
las P. rettgeri de este estudio. 
[115] 
Gblocks 
Este programa se usó para remover las regiones 
altamente divergentes y los alineamientos de baja 
calidad del core-genome de P. rettgeri. 
[116] 
RAxML versión 8.2.9 
Con este programa se construyó el árbol filogenético de 
máxima verosimilitud (maximum likelihood) a partir de 
los core-genome de P. rettgeri. 
[117] 
Dendroscope Fue usado para dibujar los arboles filogenéticos. [118] 
SMRT Analysis v2.3 
Programa usado para el ensamblaje y refinamiento de 




Se usó para realizar las comparaciones pareadas por el 




Se usó para mapear las lecturas de MiSeq y PacBio 
contra los genomas ensamblados en este estudio o 
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Tablet v1.15.09.01 
Este programa se usó para visualizar los mapeos de las 
lecturas de MiSeq y PacBio e inspeccionar 
manualmente la calidad de los ensamblajes. 
[121] 
Circlator 
Se usó para verificar la circularización manual de los 
genomas completos secuenciados por PacBio.  
[122] 
ARIBA 
Se usó para determinar los genes y mecanismos de 
resistencia en los aislamientos secuenciados, usando 








Este programa se usó para mapear las lecturas de 
Miseq contra los plásmidos NDM-positivos y generar 
una secuencia consenso a partir de dicho mapeo, que 
posteriormente fue usada para determinar la presencia 
de las diferentes regiones de los plásmidos. 
[131] 
Nesoni 
Se usó para determinar los SNP’s de los plásmidos 
pNDM-BJ01 y p6234-178kb en las muestras de K. 
pneumoniae y A. baumannii de este estudio, a partir de 




Se usó para visualizar la presencia y ausencia de las 
regiones de los plásmidos NDM-positivos (en una 
ventana de 30 pb) a partir de las consensos generados 
con SHRiMP2 usado las librerías de Miseq. 
http://github.com/mscook/seqfindr 
ART read simulator 
Fue usado para construir librerías simuladas de Miseq a 
partir de la secuencia completa de los plásmidos NDM-
positivos y pPrY-like, las cuales fueron usadas como 
controles positivos de la identificación con SeqFindR. 
[132] 
ART 
Este programa fue usado para la curación manual y 
generación de las figuras de los mapas genéticos. 
[133] 
ACT 
Este programa fue usado para la curación manual y 
generación de las figuras de los mapas genéticos. 
[134] 
Easyfig 
Este programa fue usado para la generación de las 
figuras de los mapas genéticos. 
[135] 
BRIG 
Este programa fue usado para la generación de las 
figuras de los mapas genéticos. 
[136] 
MLST 1.8 
Se usó para determinar el MLST de los aislamientos 
secuenciados de K. pneumoniae y A. baumannii a partir 
de los ensamblajes de Miseq. 
[216] 
CONTIGuator_v2.7 
Se usó para remover los contigs cromosomales de los 
ensamblajes de las transconjugantes y para extraer los 




Fue usado para evaluar la presencia de replicones 
característicos de los grupos de incompatibilidad 
plasmídica a partir de los ensamblajes de los 
aislamientos clínicos y las cepas transconjugantes. 
[151] 
Primer-BLAST 
Fue usado para diseñar los oligonucleótidos para PCR 
convencional y PCR en tiempo real. 
[190] 
PMAnalyzer v2.0 
Programa usado para el análisis estadístico de las 
curvas de crecimiento. 
[198, 199] 
LinRegPCR 
Programa usado para la obtención de las eficiencias de 








B. Anexo: Publicaciones derivadas 
de este estudio 
Publicaciones en revistas internacionales: 
▪ Marquez-Ortiz, R.A., Haggerty, L., Olarte, N., Duarte, C., Garza-Ramos, U., Silva-
Sanchez, J., Castro, B.E., Sim, S.M., Beltran, M., Moncada, M.V., Valderrama, A., 
Castellanos, J.E., Charles, I.G., Vanegas, N., Escobar-Perez, J., Petty, N.K. (2017). 
“Genomic epidemiology of NDM-1-encoding plasmids in Latin American 
clinical isolates reveals insights into the evolution of multidrug resistance". 
Genome Biol Evol, 2017 evx115, https://doi.org/10.1093/gbe/evx115. 
▪ Marquez-Ortiz, R. A., Haggerty, L., Sim, E. M., Duarte, C., Castro-Cardozo, B. E., 
Beltran, M., Saavedra, S., Vanegas, N., Escobar-Perez, J., Petty, N. K. (2017). 
"First complete Providencia rettgeri genome sequence, the NDM-1-producing 
clinical strain RB151". Genome Announc 5(3). 
https://doi.org/10.1128/genomeA.01472-16. 
▪ Escobar Perez, J. A., Olarte Escobar, N. M., Castro-Cardozo, B., Valderrama 
Marquez, I. A., Garzon Aguilar, M. I., Martinez de la Barrera, L., Barrero Barreto, E. 
R., Marquez-Ortiz, R. A., Moncada Guayazan, M. V., Vanegas Gomez, N. (2013). 
"Outbreak of NDM-1-producing Klebsiella pneumoniae in a neonatal unit in 
Colombia". Antimicrob Agents Chemother 57(4): 1957-1960. 
https://doi.org/10.1128/AAC.01447-12. 
 
Presentaciones en congresos internacionales: 
▪ El presente trabajo fue presentado en modalidad de poster en el congreso 
internacional “Bioinformatics: From Algorithms to Applications, BiATA”, que se 
desarrolló en la ciudad de San Petersburgo, Rusia, entre el 1 y 5 de agostos de 
2017. 
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